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IZVLEČEK 
Kromosomske bolezni predstavljajo pomemben zdravstveni problem, saj so v predrojstnem 
obdobju pogosto povezane z razvojnimi nepravilnostmi ali s spontano izgubo nosečnosti. 
Številčne kromosomske nepravilnosti avtosomov niso združljive z življenjem, razen trisomije 
kromosoma 21, 18 in 13 (T21, T18, T13). Multiomski pristop omogoča sestavljeno 
raziskovanje genoma in transkriptoma ter posledično prepoznavanje biooznačevalcev za 
različna patološka stanja, pri čemer nam kromosomski sindromi z dobro opredeljeno klinično 
sliko lahko služijo kot model patološkega stanja. Transkriptomske raziskave predrojstnih 
vzorcev s T21, T18 in T13 so pokazale spremembe v genskem izražanju, niso pa raziskovale 
diagnostičnih možnosti za napoved nosečnosti z visokimi tveganji za trisomijo, niti niso 
ugotavljale skupnih značilnosti v genskem izražanju pri trisomijah. 
 
Postavili smo hipotezo, da obstajajo razlike v genskem izražanju, ki jih lahko uporabimo kot 
diagnostični biooznačevalec za specifično trisomijo in da je del razlik v genskem izražanju 
skupen pri različnih trisomijah, kar lahko obravnavamo kot homeostatski odgovor. 
 
Opravili smo ekspresijske mikromrežne ekperimente na predrojstnih vzorcih gojenih 
amniocitov s T21 in T18 ter gojenih celic horionskih resic s T13, ki smo jih primerjali z 
ujemajočimi vzorci z normalnim kariotipom. V prvem delu smo opravili diferencialno gensko 
ekspresijo (DGE) za vse trisomije in prepoznali podpise izražanja genov, ki so bili najbolj 
statistično značilni za T21, 18 in T13. Napovedno zanesljivost izbranih podpisov genskega 
izražanja smo preverili na dostopnih objavljenih transkriptomskih raziskavah in potrdili, da 
izbrani biooznačevalci z visoko zanesljivostjo napovedo status trisomije 21, 18 in 13.  
V drugem delu raziskave smo primerjali podobnosti v DGE med vzorci s T21 in T18 ter 
ugotovili 6 genov s spremenjenim izražanjem, ki so skupni pri obeh trisomijah. Analiza 
obogatitve genskih setov in bioloških procesov sta pokazali obogatitev genov povezanih s 
PI3K/AKT signalno potjo, G2/M kontrolno točko pri DNA okvari in predvideno inhibicijo 
regulatorja TP53 ter obogatitev genov povezanih s celičnim ciklom, celično smrtjo in 
preživetjem, preživetjem organizma ter razvojem in delovanjem tkiv.  
 
Z raziskavo smo ugotovili specifične podpise izražanja genov, ki so za preiskovane trisomije 
značilni in jih lahko uporabimo kot bioznačevalec. Zaznali smo tudi določene skupne 
podobnosti v genskem izražanju pri T21 in T18, za katere menimo, da lahko odražajo 
genomski homeostatski odgovor na kromosomsko nepravilnost. Naši rezultati predstavljajo 
temelj za nadaljnje raziskave biooznačevalcev za nosečnosti z visokimi tveganji in za 
razumevanje mehanizmov s katerimi se trisomična celica upira kromosomski motnji. 
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ABSTRACT 
Chromosome diseases, associated with developmental abnormalities, represent an 
important health problem and often lead to pregnancy loss. Numerical autosome 
abnormalities are incompatible with life, with the exception of trisomy of chromosomes 21, 
18 and 13 (T21, T18 and T13). A multiomics approach allows for combined genome and 
transcriptome analysis and the identification of biomarkers for various pathological 
conditions, where chromosome syndromes with a well-defined clinical presentation can 
serve as a model of the pathological condition. Reported transcriptomic studies on prenatal 
samples with T21, T18 and T13 showed changes in gene expression, but they did not 
investigate the diagnostic potential for predicting high-risk pregnancies, nor did they identify 
the common features in gene expression among trisomies. 
 
We hypothesized that specific gene expression signature can be used as a diagnostic 
biomarker for certain trisomy and that there are some similarities in gene expression that are 
common in different trisomies and can be considered as a homeostatic genome response. 
 
We performed gene-expression experiments on prenatal samples of cultivated amniocytes 
with T21 and T18, and cultivated cells of chorionic villi with T13 in comparison to matched 
prenatal samples with normal karyotype. In the first part of the study, we carried out 
differential gene expression (DGE) analyses and selected gene expression signatures as 
biomarkers specific for T21, 18 and T13. The classification performance of the selected gene 
subsets were verified on independent GEO datasets and confirmed that the selected 
biomarkers predict the T21, 18 or T13 with high reliability.  
In the second part of the study, we compared the similarities in DGE for T21 and T18 and 
found 6 same-directionally dysregulated genes that are common in both data sets. The gene 
set enrichment and pathway analyses showed enrichment of genes associated with the PI3K 
/ AKT signal pathway, the G2 / M check point in DNA defects and the predicted inhibition of 
the TP53 regulator and the enrichment of gene-related cell cycle, cell death and survival, the 
survival of the organism, and the development and function of tissues. 
 
Our study found gene expression signature specific for the individual trisomy that can be 
used as a biomarker. In addition, we detected some similar differences in gene expression, 
that are common in T21 and T18, which may reflect the genomic homeostatic response to 
the chromosome change. Our results provide a basis for further investigations of biomarkers 
in high risk pregnancies and understanding of the mechanisms of trisomic cell resisting 
chromosomal perturbation. 
Volk M. Podpisi izražanja genov pri predrojstni diagnostiki anevploidij. Doktorska disertacija. Univerza v 
Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2019. 
 1 
KAZALO 
KAZALO SLIK ................................................................................................................................................................... 3 
KAZALO TABEL................................................................................................................................................................ 4 
SEZNAM KRATIC ............................................................................................................................................................. 5 
1 UVOD .................................................................................................................................................................... 7 
1.1 Pogoste trisomije v predrojstni diagnostiki .............................................................................................. 9 
1.1.1 Trisomija kromosoma 21 .................................................................................................................... 10 
1.1.2 Trisomija kromosoma 18 .................................................................................................................... 11 
1.1.3 Trisomija kromosoma 13 .................................................................................................................... 12 
1.2 Izražanje genov pri trisomiji kromosoma 21, 18 in 13 ........................................................................... 13 
1.3 Transkriptomske raziskave pri predrojstnih vzorcih anevploidij ........................................................... 15 
1.4 Biooznačevalci za anevploidije v predrojstni diagnostiki ....................................................................... 16 
1.5 Genomski homeostatski mehanizmi pri anevploidijah .......................................................................... 18 
2 HIPOTEZA IN CILJ ............................................................................................................................................... 20 
3 MATERIALI IN METODE ..................................................................................................................................... 21 
3.1 Pristop k raziskavi .................................................................................................................................... 21 
3.2 Potek raziskave ........................................................................................................................................ 21 
3.3 Nabor vzorcev .......................................................................................................................................... 23 
3.4 Obdelava vzorcev..................................................................................................................................... 23 
3.5 Izolacija RNA in prepisovanje v cDNA ..................................................................................................... 24 
3.6 Zasnova mikromrežnega eksperimenta ................................................................................................. 24 
3.7 Genske ekspresijske mikromreže............................................................................................................ 25 
3.8 Analiza izražanja genov s kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo v realnem času....................... 26 
3.9 Bioinformatska analiza mikromrežnih podatkov ................................................................................... 27 
3.9.1 Diferencialna genska ekspresija ......................................................................................................... 27 
3.9.2 Napovedni model za trisomijo kromosoma 21 ................................................................................. 28 
Volk M. Podpisi izražanja genov pri predrojstni diagnostiki anevploidij. Doktorska disertacija. Univerza v 
Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2019. 
 2 
3.9.3 Napovedna modela za trisomijo kromosoma 18 in 13 ..................................................................... 28 
3.9.4 Analiza obogatitve genskih nizov pri trisomiji kromosoma 21 in 18 ................................................ 29 
3.9.5 Analiza IPA ........................................................................................................................................... 29 
4 REZULTATI........................................................................................................................................................... 30 
4.1 Klinične značilnosti vzorcev ..................................................................................................................... 30 
4.2 Izbor biooznačevalcev pri trisomiji kromosoma 21, 18 in 13 ................................................................ 31 
4.2.1 Biooznačevalec za trisomijo kromosoma 21...................................................................................... 31 
4.2.2 Biooznačevalec za trisomijo kromosoma 18 in 13 ............................................................................ 45 
4.3 Skupni mehanizmi pri trisomiji kromosoma 18 in 21 ............................................................................. 46 
4.3.1 DGE pri trisomiji kromosoma 18 in 21 ............................................................................................... 46 
4.3.2 GSEA pri trisomiji kromosoma 18 in 21 ............................................................................................. 50 
4.3.3 IPA analiza pri trisomiji kromosoma 18 in 21 .................................................................................... 52 
5 RAZPRAVA ........................................................................................................................................................... 61 
5.1 Transkriptomski biooznačevalci pri anevploidijah v predrojstni diagnostiki......................................... 61 
5.2 Genomski homeostatski mehanizmi pri anevploidijah v predrojstni diagnostiki ................................. 64 
6 ZAKLJUČKI ........................................................................................................................................................... 68 
7 LITERATURA ........................................................................................................................................................ 69 
Volk M. Podpisi izražanja genov pri predrojstni diagnostiki anevploidij. Doktorska disertacija. Univerza v 
Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2019. 
 3 
KAZALO SLIK 
Slika 3.1. Diagram poteka za izbor biooznačevalcev za T21, T18 in T13. ......................................................................... 22 
Slika 3.2. Diagram poteka za ugotavljanje skupnih mehanizmov pri T21 in T18. ............................................................ 22 
Slika 3.3. Zasnova mikromrežnega eksperimenta z dvema barviloma. ............................................................................ 25 
Slika 4.1. Porazdelitev diferencialno izraženih HSA21 in ne-HSA21 genov. ...................................................................... 33 
Slika 4.2. Hierarhično razvrščanje v skupine pri trisomiji 21. ............................................................................................. 34 
Slika 4.3. Validacijska faza za izbran podpis izražanja genov. ........................................................................................... 43 
Slika 4.4.Rezultati validacije na podatkih raziskav Altug-Teber in Chou. .......................................................................... 44 
Slika 4.5. Hierarhično razvrščanje v skupine pri trisomiji 18. ............................................................................................. 45 
Slika 4.6. Hierarhično razvrščanje v skupine pri trisomiji 13. ............................................................................................. 46 
Slika 4.7. Presek diferencialno izraženih genov pri trisomiji 18 in 21. ............................................................................... 47 
Slika 4.8. Porazdelitev diferencialno izraženih HSA18 in ne-HSA18 genov. ...................................................................... 49 
Slika 4.9. Porazdelitev diferencialno izraženih genov v genomu. ...................................................................................... 49 
Slika 4.10. Toplotni diagram GO terminov pri trisomiji 18 in kontrolnih vzorcih. ............................................................. 51 
Slika 4.11.Toplotni diagram GO terminov pri trisomiji 21 in kontrolnih vzorcih. .............................................................. 52 
Slika 4.12. PI3K-AKT signalna pot........................................................................................................................................ 54 
Slika 4.13. Regulacijo celičnega cikla: G2/M DNA poškodba kontrolna točka.................................................................. 55 
Slika 4.14. TP53 mrežje. ....................................................................................................................................................... 56 
Slika 4.15. Predvidena p53 inhibicija in učinek na celične procese. ................................................................................... 57 
 
  
Volk M. Podpisi izražanja genov pri predrojstni diagnostiki anevploidij. Doktorska disertacija. Univerza v 
Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2019. 
 4 
KAZALO TABEL 
Tabela 4.1.Klinične značilnosti vzorcev s trisomijo 21 za mikromrežni ekperiment. ................................................. 30 
Tabela 4.2.Klinične značilnosti vzorcev s trisomijo 21 za validacijski ekperiment. .................................................... 30 
Tabela 4.3.Klinične značilnosti vzorcev s trisomijo 18. ............................................................................................... 31 
Tabela 4.4.Klinične značilnosti vzorcev s trisomijo 13. ............................................................................................... 31 
Tabela 4.5.Najbolj značilno različno izraženi HSA21 geni pri trisomiji 21. ................................................................ 35 
Tabela 4.6.Kandidatni geni kot biooznačevalci za trisomijo 21. ................................................................................ 36 
Tabela 4.7.Podpisi izražanja genov pri trisomiji 21. ................................................................................................... 42 
Tabela 4.8.DGE geni skupni trisomiji 18 in 21............................................................................................................. 47 
Tabela 4.9.Simboli in GO termini za skupne diferencialno izražene gene pri trisomiji 18 in 21. .............................. 48 
Tabela 4.10.GO termini obogateni pri trisomiji 18. .................................................................................................... 50 
Tabela 4.11. GO termini obogateni pri trisomiji 21. ................................................................................................... 51 
Tabela 4.12.Prikazane so statistično značilne poti in regulatorji pri trisomiji 18. ..................................................... 53 
Tabela 4.13.Prikazane so statistično značilne poti in regulatorji pri trisomiji 21. ..................................................... 53 
Tabela 4.14. IPA analiza vzročnih regulatorskih molekul pri trisomiji 18. ................................................................. 58 
Tabela 4.15. IPA analiza vzročnih regulatorskih molekul pri trisomiji 21. ................................................................. 59 
Tabela 4.16. Molekularne in celične funkcije pri trisomiji 18 in 21. ........................................................................... 60 
Tabela 4.17. Razvoj in delovanje fizioloških sistemov pri trisomiji 18 in 21. ............................................................. 60 
 
  
Volk M. Podpisi izražanja genov pri predrojstni diagnostiki anevploidij. Doktorska disertacija. Univerza v 
Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2019. 
 5 
SEZNAM KRATIC  
AFP Alfa-fetoprotein 
ASD Atrijski septum defekt 
AUC Površina po kriviljo (Area under the curve) 
AVSD Atrijski in ventrikularni septum defekt 
cDNA Komplementarna deoksiribonukleinska kislina 
cffDNA Prostocelična fetalna DNA (Cell free fetal DNA) 
CI Interval zaupanja 
CNV Različica v številu kopij (Copy number variant) 
CVS Vzorec horionskih resic (Chorionic villi sample) 
Cy3 Cianin 3 fluorescentno barvilo 
Cy5 Cianin 5 fluorescentno barvilo 
DGE Diferencialna genska ekpresija (Differential gene expression) 
DNA Deoksiribonukleinska kislina 
DS Downov sindrom 
ES Edwardsov sindrom 
EUROCAT Evropska mreža prirojenih razvojnih nepravilnosti  
(European surveillance of congenital anomalies) 
FC Mnogokratnik spremembe (Fold change) 
FDR Metoda preverjanja večkratnega testiranja (False discovery rate) 
GEDD Domena disregulacije genske ekspresije (Gene expression dysregulation 
domain) 
GEO Zbornik genskega izražanja (Gene expression omnibus) 
GO Genska ontologija  
GSEA Analiza obogatitve genskih nizov (Gene set enrichment analysis)  
GTG Giemsa barvanje kromosomov 
HPE Holoprozencefalija 
HSA13 Kromosom 13 pri človeku (Homo sapiens chromosome 13) 
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HSA18 Kromosom 18 pri človeku (Homo sapiens chromosome 18) 
HSA21 Kromosom 21 pri človeku (Homo sapiens chromosome 21) 
HUGO Projekt človeški genom (Human genome project) 
IPA Ingenuity analiza obogatitve poti (Ingenuity pathway analysis) 
iPSC Inducirane pluripotentne matične celiec (Induced pluripotent stem cell) 
LAD Domena povezana z lamino (Lamina associated domain) 
LINE Dolgi razpršeni jedrni element (Long interspersed nuclear element) 
LOOCV Križno preverjanje tipa 'izpusti enega' (Leave-one-out cross validation) 
Mb Megabaza  
miRNA Mikro RNA 
ncRNA Nekodirajoča RNA 
NURF Faktor remodeliranja nukleosomov (Nucleosome remodeling factor) 
OMIM Mendelsko dedovanje pri človeku (Online mendelian inheritance in man) 
PGSEA Parametrična analiza genskih setov (Parametric gene set enrichment analysis) 
PS Sindrom Patau 
qRT-PCR Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo v realnem času 
RIN RNA integrity number 
RNA Ribonukleinska kislina 
ROC Graf natančnosti in priklica (Receiver operating curve) 
SINE Kratki razpršeni jedrni element (Short interspersed nuclear element) 
SNV Polimorfizem posameznega nukleotida (Single nucleotide variant) 
SVM Metoda podpornih vektorjev (Support vector machine) 
T13 Trisomija kromosoma 13 
T18 Trisomija kromosoma 18 
T21 Trisomija kromosoma 21 
TF Transkripcijski faktor 
VSD Defekt ventrikularnega septuma 
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1 UVOD 
V Evropi se vsako leto rodi okoli 104,000 otrok z razvojnimi nepravilnostmi (2% živorojenih, 
20% mrtvorojenih otrok), kar predstavlja pomemben zdravstveni in epidemiološki problem 1. 
Razvojne nepravilnosti so lahko izolirane ali številne, ki v značilnem vzorcu prizadenejo 
različne organske sisteme, strukturne ali funkcionalne (npr. presnovne motnje), in se lahko 
pojavijo v predrojstnem obdobju, ob rojstvu ali kasneje v življenju; lahko so sporadične ali 
podedovane. Pomemben delež razvojnih nepravilnosti (40% vseh razvojnih nepravilnosti 
izključujoč genetske vzroke) lahko zaznamo z rutinskim ultrazvočnim pregledom ali drugimi 
presejalnimi testi v predrojstni diagnostiki 1.  
Prepoznavanje nosečnosti z razvojnimi nepravilnostmi ploda pomeni izjemne emocionalne in 
psihološko-socialne posledice za bodoče starše in še nerojenega potomca ter diagnostični 
izziv za stroko 2. Pravilna in pravočasna predrojstna diagnoza je imperativ, da bodoči starši 
lahko sprejmejo informirano odločitev glede nadaljnjega poteka nosečnosti.  
Etiologija razvojnih nepravilnosti je kompleksna, lahko genetska (npr. kromosomske in 
monogenske bolezni), negenetska (npr. okoljski dejavniki, teratogeni, pomanjkanje 
mikronutrientov) ali kombinacija genetskih in okoljskih dejavnikov (npr. multifaktorska 
motnja). Zaradi genetske kompleksnosti je usmerjena predrojstna diagnostika prirojenih 
razvojnih nepravilnosti težavna in zahtevna.  
Povišano tveganje za določene genetske nepravilnosti lahko ocenimo že ob koncu prvega 
trimesečja s presejalnimi testi, z ultrazvočnim merjenjem nuhalne svetline, kombiniranim 
presejalnim testom (ultrazvočno merjenje nuhalne svetline z dvojnim testom) ter 
neinvazivnim presejalnim testom proste plodove DNA, diagnozo pa dokončno potrdimo s 
kromosomsko preiskavo (npr. kromosomska analiza za številčne kromosomske nepravilnosti 
kot so trisomija kromosoma 21, 18 ali 13, triploidija ali 45,X) ali molekularno kariotipizacijo, ki 
ima višjo ločljivost in zazna submikroskopska odstopanja v dednem materialu (npr. 
mikrodelecije/ mikroduplikacije). Sum na določena monogenska stanja ali mikrodelecijske 
sindrome (npr. ahondroplazija, Joubertov sindrom, policistična ledvična bolezen, Noonanov 
sindrom ali 22q11.2 delecijski sindrom) lahko postavimo z ultrazvočno preiskavo morfologije 
ploda v drugem trimesečju, vendar v večini primerov zaradi omejitve slikovnih preiskav (npr. 
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ultrazvočni pregled, magnetno-resonančni pregled ploda) in trajanja genetskega testiranja 
(npr. genetsko testiranje z metodo sekvenciranja nove generacije) specifična diagnoza v času 
nosečnosti ni mogoča, v manjšini primerov jo postavimo po rojstvu ali post mortem. 
Pomemben delež etiološko nepojasnjenih razvojnih nepravilnosti predstavljajo multifaktorske 
in z okoljskimi dejavniki povzročene razvojne nepravilnosti ploda, ki jih odkrijemo z 
ultrazvočnim pregledom ploda.  
S tradicionalnim diagnostičnim pristopom z uporabo klasične kariotipizacije in usmerjenega 
genetskega testiranja ostane 65 - 70% primerov razvojnih nepravilnosti brez genetske 
oziroma dokončne etiološke diagnoze, vključujoč primere multifaktorske in poligenske 
etiologije (npr. izolirane nepravilnosti v zapiranju nevralne cevi, razcep neba); od pojasnjenih 
vzrokov je 10-15% kromosomskih, 10% monogenskih in 10% posledica okoljskih dejavnikov 3. 
Prepoznavanje razvojnih nepravilnosti ploda, ki so lahko posledica različnih etiologij in 
kompleksnih patogenez je zapleteno in zamudno; potrebno je opraviti več preiskav, sočasno 
ali zaporedno, pri čemer gre večinoma za ultrazvočno ugotovljene razvojne nepravilnosti v 
drugem ali tretjem trimesečju nosečnosti. Univerzalni test, ki bi lahko prepoznal visokorizične 
nosečnosti z razvojnimi nepravilnostmi ploda oziroma napovedal neugoden izhod nosečnosti, 
ne obstaja.  
Osnova razvojnih nepravilnosti je nepravilno časovno in prostorsko izražanje genov v 
embriogenezi 4,5. Razumevanje genetskega ozadja nam lahko pomaga pri prepoznavanju 
patoloških molekularnih mehanizmov, ki povzročajo določen fenotip 6. Podpis genskega 
izražanja predstavlja intermediarni fenotip 7, ki lahko služi kot biooznačevalec za razlikovanje 
med normalnim embrionalnim razvojem in patološkim, ne glede ali je vzrok genetski ali 
negenetski.  
Med embriogenezo se človeški zarodek razvije iz oplojene zigote in posamezne celice skupaj 
reagirajo na zunanje in notranje signale, metem ko se druge celice diferencirajo v specifične 
celične linije. Raziskave na posamezni celici predimplantacijskih zarodkov od zigote do 
blastociste so pokazale, da se transkriptom stalno spreminja glede na razvojni stadij zarodka 
8. Transkripcija je stohastičen proces in pokazalo se je, da so transkriptomske raziskave težko 
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ponovljive, podpis genskega izražanja pa je sestavljen iz specifičnega in nespecifičnega 
signala 9,10.  
Transkriptomske raziskave 11-23, ki so poskušale razložiti patološke mehanizme povezane z 
nepravilnim v razvojem ploda so preiskovale razvojne nepravilnosti v sklopu anevploidij. 
Transkriptomsko raziskovanje anevploidij kot prototip za nepravilen embrionalni razvoj je 
smiseln, ker je dosedanje znanje omejeno na transkriptomske raziskave in ker anevploidije 
predstavljajo dober model, saj vključujejo kromosomsko nepravilnost pri kateri se pričakuje, 
da bo izražanje genov pomembno različno v primerjavi z evploidnim stanjem. 
Transkriptomske raziskave na vzorcih z anevploidijo so vse potrdile spremenjeno izražanje 
genov, vendar do sedaj ni bilo sistematične analize, ki bi pokazala: 1) ali so rezultati med 
različnimi raziskavami skladni oziroma ali so udeleženi isti biološki procesi in patološki 
mehanizmi, 2) ali je mogoče razlike v genskem izražanju uporabiti v diagnostične namene in 
3) ali obstajajo določeni vzorci v genskem izražanju, ki so med različnimi anevploidijami 
skupni.  
Naš cilj je bil opraviti transkriptomsko raziskavo na predrojstnih vzorcih plodovnice in 
horionskih resic s trisomijo kromosomov 21, 18 in 13 in pokazati, da se podpise izražanja 
genov lahko uporabi kot biooznačevalec za posamezno trisomijo in da med različnimi 
trisomijami obstajajo nekateri skupni podpisi genskega izražanja, ki lahko predstavljajo 
homeostatski odgovor genoma na kromosomsko motnjo.  
 
1.1 Pogoste trisomije v predrojstni diagnostiki 
Kromosomske nepravilnosti so vzrok za spontano izgubo nosečnosti v 50-70% primerih; 90% 
predstavljajo številčne kromosomske nepravilnosti, predvsem trisomije kromosomov 13, 14, 
15, 16, 18, 21 in 22, ter triploidija in monosomija kromosoma X, preostanek pa strukturne 
kromosomske nepravilnosti. Ob rojstvu kromosomske nepravilnosti predstavljajo pomemben 
vzrok prirojenih razvojnih nepravilnosti (0.55% primerov živorojenih). Trisomije avtosomov so 
večinoma posledica mejotskega nerazdvajanja v maternalni gametogenezi, pri čemer se 
tveganje povečuje s starostjo žene, redkeje pa so posledica postzigotnega nerazdvajanja 
(mozaicizem) ali nepravilne segregacije pri enem od staršev prisotne robertsonove 
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translokacije (vezana trisomija). V predrojstnem obdobju lahko z ultrazvočno preiskavo z 
veliko gotovostjo postavimo sum na trisomije kromosoma 18 ali 13, medtem ko je 
ultrazvočna diagnoza trisomije kromosoma 21 ob odsotnosti večjih razvojnih nepravilnosti 
zahtevna 24.  
Kromosomske nepravilnosti predstavljajo vzročni dejavnik pri okoli 15% vseh prirojenih 
razvojnih nepravilnosti v otroški dobi in so po podatkih podatkovne zbirke EUROCAT v 25% 
primerov povezane s perinatalno smrtnostjo zaradi pridruženih prirojenih razvojnih 
nepravilnosti. Najpogostejše kromosomske nepravilnosti so trisomije kromosomov 21, 18 in 
13 ter številčne nepravilnosti spolnih kromosomov 25.  
 
1.1.1 Trisomija kromosoma 21 
Downov sindrom (DS) ali trisomija kromosoma 21 (T21), ki ga je leta 1866 prvič opisal John 
Langdon Down, je najpogostejši vzrok zmanjšane intelektualne sposobnosti, ki se pojavlja s 
pogostnostjo 1/700 - 1/1000 živorojenih 26. Označevalci za T21 ob koncu prvega trimesečja 
so ultrazvočno ugotovljena povečana nuhalna svetlinea ter določitev prostega beta-hCG in 
PAPP-A v materinem serumu iz katerih vrednosti se oceni tveganje za T21 pri plodu. Dodatno 
nam pri napovedi tveganja za T21 pomagajo hipoplastična ali odsotna nosna kost, odsoten ali 
obraten pretok skozi duktus venozus ter regurgitacija preko trikuspidalne zaklopke 27,28. 
Ultrazvočni pregled v drugem trimesečju lahko odkrije pomembne razvojne nepravilnosti, ki 
kažejo na T21, kot so sum na atrezijo duodenuma, srčna nepravilnost ali ventrikulomegalija 
(premer posteriornih rogov 10-15 mm), krajša dolžina stegnenice in nadlahtnice (< 5 
percentila) ter pielektazija, ehogeno črevo in hipoplastična nosna kost. Ugotovljene 
ultrazvočne najdbe predstavljajo indikacijo za kariotipizacijo 29. Za DS po rojstvu značilne 
obrazne poteze je s predrojstnim ultrazvočnim pregledom, ob odsotnosti major razvojnih 
nepravilnosti težko prepoznati 30.  
Po rojstvu so glavne značilnosti DS razvojne nepravilnosti, razvojni zaostanek in zmanjšana 
intelektualna sposobnost ter značilne obrazne poteze. Čeprav fenotip med posamezniki zelo 
variira, so tipično prisotne številne značilnosti, ki jih pediater zlahka prepozna. Med 
pogostejšimi fizičnimi znaki so znižan mišični tonus, brahicefalija, epikantus, sploščen nosni 
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koren, navzgor potekajoče očesne reže, Brushfieldove pege, majhna usta in uhlji, povečana 
vratna guba, prečna brazda in klinodaktilija V. prsta in kratki prsti na roki 31. Stopnja 
zmanjšane intelektualne sposobnosti je različna, lahko blaga (IQ 50-70), zmerna (IQ 35-50) ali 
v redkih primerih huda (IQ 20-35). Motorični razvoj in razvoj govora sta pri posameznikih z DS 
počasnejša 31,32. Lahko so pridružene vedenjske težave, kot so motnja pozornosti, nekritična 
presoja, impulzivno vedenje, težave z učenjem in avtizem 32.  
Približno 95% primerov T21 je sporadičnih (prosta oblika T21), 3-4% primerov so posledica 
neuravnovešene kromosomske preureditve (vezana oblika T21), v 1-2% primerov pa zaznamo 
mozaicizem dveh celičnih linij, celične linije s prosto T21 in celične linije z normalno 
kromosomsko sestavo (mozaična oblika T21) 33.  
 
1.1.2 Trisomija kromosoma 18 
Edwardsov sindrom (ES) ali trisomijo kromosoma 18 (T18) je prvi opisal John Hilton Edwards 
leta 1960. Klinično se izraža z razvojnimi nepravilnostmi, razvojnim zaostankom težje stopnje 
in značilnimi obraznimi potezami. Pojavlja se s pogostnostjo 1/2500 – 1/2600 plodov do 
18.tedna nosečnosti ter 1/5000 – 1/7000 živorojenih 34. V približno 75% primerov nosečnosti 
s T18 pride do spontane prekinitve ali mrtvorojenosti med 12. tednom nosečnosti in 
terminom poroda 35. V predrojstnem obdobju se kaže kot zgodnji zastoj v rasti ploda, s 
cistami horoidnega pleteža, jagodičasto obliko glave, mikroretrognatijo, tipično držo prstov v 
pest (II. čez III. ter V. čez IV.prst), omfalokelo in razvojnimi nepravilnostmi srca, centralnega 
živčevja in ledvic 36, po rojstvu pa kot zaostanek v rasti in razvoju, mikrocefalijo, mikrognatijo, 
pljučno hipoplazijo, ilealno atrezijo in hipoplazijo adrenalne žleze 34. T18 je povezana s 
pomembno perinatalno umrljivostjo. Postnatalni mediani čas preživetja je 3-6 dni po porodu; 
manj kot 50% novorojencev s T18 bo preživelo prvi teden in le 5-10% jih bo živelo 1 leto. 
Glavni vzrok umrljivosti so srčne nepravilnosti, apnea kot posledica nepravilnosti osrednjega 
živčevja, dihalna stiska zaradi hipoventilacije, obstrukcija zgornjih dihalnih poti, težav s 
hranjenjem, ki jim lahko sledi aspiracijska pljučnica in sepsa ali pa kombinacija naštetega 37.  
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T18 je posledica treh kopij kromosoma 18, v polni (> 96% primerov) ali mozaični obliki (1-2% 
primerov) ali pa kot trisomija dolgega q kraka kromosoma 18 oziroma strukturna preureditev 
dolgega q kraka kromosoma 18 (1-2% primerov) 33. 
Visoka stopnja obolevnosti in umrljivosti omejujejo raziskovanje patogeneze sindroma. 
Analize delne T18 oziroma segmentnih 18q duplikacij, ki so skušale določiti kritično regijo za 
ES, so pokazale nekonsistentne rezultate 38,39 in zaključile, da gre bodisi za več kritičnih regij 
ali da gre za seštevke učinkov številnih medsebojno delujočih segmentov 18q 40.  
 
1.1.3 Trisomija kromosoma 13 
Sindrom Patau (PS) ali trisomijo kromosoma 13 (T13) je leta 1960 citogenetsko opredelil 
Klaus Patau41, čeprav naj bi že 1657 klinične značilnosti v Historiarum anatomicarum 
rariorum centuria III et IV (Ujusdem cura accessare observationes anatomicae) opisal Thomas 
Bartholin. Pojavlja se s pogostnostjo 1/10000 - 1/16000 živorojenih. V predrojstnem obdobju 
se kaže z razvojnimi nepravilnostmi osrednjega živčevja, medianimi nepravilnostmi obraza in 
urogenitalnega sistema ter zastojem v rasti ploda. Glavne nepravilnosti osrednjega živčevja 
pri T13 so (alobarna) holoprozencefalija (HPE), spina bifida in agenezija kaloznega korpusa 42. 
Alobarno HPE lahko z ultrazvočnim pregledom zaznamo že v 12.tednu nosečnosti 43, medtem 
ko je diagnoza semilobarne ali lobarne HPE bolj zahtevna in je lahko posledica tudi drugih 
kromosomskih nepravilnosti (T18 ali triploidije) ali patogenih različic v različnih genih (OMIM 
PS236100). Značilne obrazne nepravilnosti pri T13 so mediani razcep ustnice in neba, z 
odsotnostjo nosu (arinija), medianim očesom (kiklopija) in medianim visečim podaljškom iz 
čela (proboskis) 44. S predrojstno ultrazvočno preiskavo lahko zaznamo tudi razvojne 
nepravilnosti srca (dekstrokardija, ASD, VSD) in urogenitalnega sistema (policistična ledvica, 
hipertrofija klitorisa) ali trebušne stene (omfalokela) ter postaksialno polidaktilijo in zastoj v 
rasti ploda 45.  
V večini primerov gre za prosto trisomijo kromosoma 13 (> 95%), redkeje pa za 
neuravnovešeno vezano trisomijo kot posledico (robertsonove) translokacije (2-3%) ali 
postzigotni mozaicizem s trisomijo 13 in normalno celično linijo (1-2%) 33.  
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1.2 Izražanje genov pri trisomiji kromosoma 21, 18 in 13 
Trisomija kromosoma 21, ki se klinično kaže kot DS, je najpogostejši vzrok za zmanjšano 
intelektualno sposobnost. Prav zaradi kliničnega pomena in ker je kromosom 21 (HSA21) 
najmanjši ter vsebuje najmanj genov, je tudi najbolj raziskovan kromosom pri človeku. Leta 
2000 je projekt HUGO dešifriral zapis HSA21 46, kar je v veliki meri pripomoglo k razumevanju 
protein-kodirajočih genov, funkcionalnih genomskih elementov in variabilnih polimorfnih 
zaporedij na HSA21 47 
Vsako patološko genomsko odstopanje, tudi kromosomske nepravilnosti, predstavljajo 
motnjo v genskem izražanju. Prekomerno izražanje protein-kodirajočih genov in ncRNA lahko 
spremeni celične funkcije in razvojne procese, hkrati pa dodatna kopija HSA21 učinkuje na 
celotni genom in spremeni globalno gensko izražanje, ne glede na vsebnost genov in 
regulatorni repertoar. Transkriptomske in RNA-Seq raziskave 48,49 kažejo povečano izražanje 
večine HSA21 kodirajočih genov pri T21 in spremenjeno izražanje ne-HSA21 genov 11,12,14,15,50, 
kar ni samo posledica učinka genov v treh kopijah, saj le nekateri HSA21 geni kažejo 
pričakovano 1.5-kratno povišanje v genskem izražanju, hkrati pa več ne-HSA21 genov kaže 
spremenjen profil genskega izražanja 51. Nedavno objavljena raziskava 52 predpostavlja, da 
embrionalna selekcija priviligira preživetje tistih spočetij s trisomijo 21, pri katerih je prisotno 
nižje izražanje (< 1.5-kratno) HSA21 genov 11,49,50 in kjer visoko ohranjeni HSA21 geni kažejo 
manj kot 1.5-kratno povišanje v izražanju, kar lahko kaže v prid embrionalni selekciji plodov z 
a priori nižjo ekspresijo HSA21 genov ali pa kaže na homeostatski mehanizem, ki se upira 
kromosomski motnji pri T21; enako velja za ne-HSA21 gene 52. Znižana varianca v genski 
ekspresiji pri T21 v primerjavi z evploidnimi kontrolami kaže, da a priori zmanjšano genomsko 
breme škodljivih različic lahko delno rešuje pogubnost kromosomske nepravilnosti pri T21 52. 
Popadin in sodelavci so postavili hipotezo o genetskih omejitvah (genetic handicap 
hypothesis), ki pravi, da bo organizem, ki nosi več škodljivih različic preživel le v primeru, ko 
bo skupno genomsko breme škodljivih različic dovolj nizko 52. 
Raziskava monozigotnih dvojčkov, diskordantnih za T21 je pokazala, da je genomska 
diferencialna ekspresija vzdolž kromosomov organizirana v domene, ki imajo bodisi povečano 
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bodisi zmanjšano izražanje genov, tako imenovane domene disregulacije genske ekspresije 
(GEDD) 53. GEDD korelirajo z lamina - asociiranimi domenami (LAD) 54 in replikacijskimi 
domenami. Skupne pozicije LAD se pri T21 ne spremenijo, spremenjene pa so oznake za 
aktivni profil promotorja H3K4me3 (aktivacijsko metilacijsko mesto), ki regulira gensko 
izražanje z remodeliranjem kromatina s pomočjo NURF kompleksa. GEDD natančno ustrezajo 
vzorcu H3K4me3 55, kar nakazuje, da v jedrnih kompartmentih T21 celic potekajo 
kromatinske modifikacije, ki vplivajo na celoten transkriptom. Kromatinske alteracije, ki jih 
opazujemo pri T21 so lahko deloma značilne tudi za druge anevploidije in rakave celice 53. 
Razlike v genskem izražanju pri T21 kažejo, da nekateri geni pripadajo domenam s povečanim 
izražanjem genov (up-regulated GEDD) in drugi, domenam z znižanim izražanjem genov 
(down-regulated GEDD) in pri T21 je diagram genske ekspresije nekoliko sploščen v 
primerjavi z evploidno kontrolo 56.  
Raziskave pri posameznikih s T21 oziroma na humanih celičnih kulturah s T21 so omejene v 
smislu zagotavljanja longitudinalnih molekularnih, biokemičnih in funkcijskih podatkov, ki bi 
lahko osvetlili specifične patološke mehanizme. Mišji model downovega sindroma omogoča 
prepoznavanje patoloških bioloških poti in procesov ter predvideva možnost obvladljivega 
pristopa za razvoj in testiranje potencialnih terapevtskih strategij 57. Opravljena primerjava 
genske ekspresije fetalnih amniocitov s trisomijo 21 in ujemajočih kontrol ter prednjih 
možganov 15 embrionalni dan pri treh različnih mišjih modelih downovega sindroma, Ts1Cje, 
Ts65Dn in Dp(16)1/Yey je pokazala različne celične procese in poti, skupne pri humanih 
vzorcih s T21 in pri mišjem modelu DS, in sicer, globalno spremenjene transkriptomske in 
proteasomske aktivnosti, kinazno/fosfatazno neravnovesje, aktivacijo imunskega odgovora, 
mitohondrijsko disfunkcijo, aktivacijo antioksidantne obrambe in antiapoptotskih 
mehanizmov 58.  
Analiza genske ekspresije 50 mišjih ortologov HSA21 genov na vzorcu možganov Ts65dn miši 
in evploidnih kontrol je pokazala tri kategorije genov: gene, ki imajo konsistentno višjo 
gensko ekspresijo pri Ts65Dn kot pri evploidnih miših, gene z izražanjem, ki se delno prekriva 
med obema skupinama vzorcev in gene, katerih izražanje se med obema skupinama ne 
razlikuje 59. 
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Integrativni humani - murini pristop sistemske biologije omogoča prepoznavanje skupnih 
disreguliranih poti in prioritizacijo terapevtskih tarč ter nadaljnje testiranje učinkovitosti in 
varnosti potencialnih zdravil.  
 
1.3 Transkriptomske raziskave pri predrojstnih vzorcih anevploidij 
Prisotnost dodatnega kromosoma 21, ki predstavlja približno 1% dodatnega genetskega 
materiala v trisomični celici, vpliva na delovanje celotnega genoma in poruši njegovo 
ravnovesje.  
Transkriptom predstavlja trenutni časovni in prostorski kvantitativni zapis fenotipa, saj 
povzema njegove morfološke, biokemične in fiziološke lastnosti ter omogoča preučevanje 
genov z visoko ločljivostjo in ugotavljanje njihovih funkcij. 
Analize genskega izražanja na predrojstnih vzorcih celic amnijske tekočine ali horionskih resic 
so pokazale pomembno motnjo izražanju HSA21 in ne-HSA21 genov in predpostavljale, da so 
opazovane spremembe posledice učinka genov v treh kopijah (dosage sensitive genes) in 
globalne genomske disregulacije. Poročila transkriptomskih raziskav pri T21 na drugih 
plodovih tkivih kot so mali možgani, srce ali koža 15,19,21 so pokazala, da seti genov z različnim 
izražanjem variirajo med različnimi celičnimi tipi. Tudi raziskave na postantalnih vzorcih celic s 
T21, vključno z odraslimi možgani, limfoblastoidnimi celicami in fibroblasti 11,50,60 so pokazale 
transkripcijski profil s povišano regulacijo (up-regulation) HSA21 genov in disregulacijo ne-
HSA21 genov, skladno z rezultati transkriptomskih raziskav, ki so preučevale predrojstne 
vzorce s T21.  
Dosedaj opravljene transkriptomske raziskave na vzorcih T21 so prepoznale pomembne 
transkripcijske razlike v različnih tkivih in v različnih razvojnih obdobjih po rojstvu oziroma 
post mortem v primerjavi s celicami z normalno kromosomsko sestavo. Z ugotovljenimi 
razlikami so poizkusile pojasniti raznolikost fenotipskih značilnosti in patogenih mehanizmov 
pri DS. Poleg izjemnega analitskega potenciala, ki ga transkriptomske analize omogočajo, 
imajo tudi omejitve; medsebojno so težko primerljive in težko ponovljive, predvsem zaradi 
majhnega števila bioloških replikatov v primerjavi z velikim številom spremenljivk in zato 
majhne statistične moči raziskave, pa tudi velike heterogenosti analiziranih tkiv v različnih 
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raziskavah, ki so opravljene na različnih mikromrežnih formatih. Meta-analiza je 45 prosto 
dostopnih heterogenih podatkovnih setov uspešno integrirala ter med posameznimi 
raziskavami prepoznala skladne vzorce disreguliranih genov pri trisomiji 21 61. 
Na vzorcih s T18 in T13 je bilo opravljenih manj transkriptomskih raziskav. Koide in sodelavci 
so opravili raziskavo pri predrojstnih vzorcih s T18 pri katerih so izolirali prosto celično RNA 
(cell free RNA) iz amnijske tekočine in primerjali gensko ekspresijo z evploidnimi kontrolami 
18. Analiza obogatitve je pokazala povečano izražanje genov povezanih z ionskim 
transportom, MHCII/T - posredovano imunostjo, DNA popravljanjem, G-protein-posredovano 
signalizacijo, kinazami in glikozilacijo ter znižano izražanje genov povezanih z razvojem 
adrenalne žleze 18.  
Bianco s sodelavci in Altug-Teber s sodelavci so opravili analizo transkriptomskih razlik pri 
predrojstnih vzorcih amniocitov s T21, T18 in T13, saj bi spremenjeno gensko izražanje v 
zgodnjem fetalnem obdobju lahko pripomoglo k razumevanju etiopatogeneze anevploidij 
12,13. V raziskavi Altug-Teber-ja s sodelavci so opazili zmerno povišano izražanje manjšega seta 
genov, ki so bili zastopani v treh kopijah, medtem ko pri večini genov v treh kopijah ni bilo 
razlik v genskem izražanju v primerjavi z evploidnimi vzorci. Pri vzorcih s T18 pa so zaznali 
močno znižano transkripcijo 12. Bianco s sodelavci ugotavlja, da večina genov s povišanim 
izražanjem in genov, ki so kazali spremenjeno izražanje v primerjavi s kontrolami ni bilo 
lociranih na relevantnem trisomičnem kromosomu 13. Ugotovljene razlike v genskem 
izražanju so lahko posledica učinka genov v treh kopijah in globalne genomske transkripcijske 
disregulacije, kar je tudi zaključek raziskave, ki so jo opravili FitzPatrick s sodelavci 16. 
 
1.4 Biooznačevalci za anevploidije v predrojstni diagnostiki 
Bioznačevalec je termin, ki se v medicini uporablja za merljivo karakteristiko, ki odraža 
stopnjo ali prisotnost določenega patološkega stanja. Biooznačevalci so uporabni pri 
heterogenih stanjih, kot so sporadična rakava obolenja pri katerih večine patogenetskih 
mehanizmov ne poznamo. Teoretično znanje o bioloških poteh, prenosu signalov, 
interakcijah med proteini, transkripcijski in epigenetski regulaciji nam lahko pomaga pri 
razumevanju mehanizmov biooznačevalcev patološkega stanja. Biooznačevalec, ki ga 
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prepoznamo z mehanističnim razumevanjem ni nujno najmočnejši oziroma najbolj različno 
izražen, lahko pa je najbolj robusten in ponovljiv. Biooznačevalec s samo nekaj značilnostmi je 
star koncept, sodobni pristop pa omogočajo omske tehnologije.  
Od sredine 90-ih let smo v vsakdanji rutini kot biooznačevalce za kromosomske nepravilnosti 
in nepravilnosti v zapiranju nevralne cevi pri plodu uporabljali trojni presejalni test, ki določa 
vrednosti prostega beta-HCG, alfa-fetoproteina (AFP) in nekonjugiranega estriola v 
materinem serumu v drugem trimesečju 62. Ocenjena senzitivnost trojnega presejalnega 
testa za napoved trisomije kromosoma 21 je 70% ob 5% lažno pozitivnih rezultatih. Od leta 
1992, v Sloveniji pa leta 1996, je v vsakdanji uporabi test ultrazvočnega merjenja nuhalne 
svetline, ki se opravi ob koncu prvega trimesečja. Širina izmerjene nuhalne svetline služi kot 
kazalec tveganja za pogoste trisomije in razvojne nepravilnosti srca pri plodu 27. Ocenjena 
senzitivnost testa za napoved trisomije kromosoma 21 do 85% ob 5% lažno pozitivnih 
rezultatih. V nadaljevanju so bili razviti kombinirani testi, ki iz izmerjene nuhalne svetline in 
vrednosti biooznačevalcev v materinem serumu ocenijo tveganje za trisomijo kromosoma 21, 
18 ali 13.  
Hkrati z razvijanjem predrojstnih serumskih presejalnih testov je Lo s sodelavci objavil 
odkritje, da v materinem serumu kroži prostocelična plodova DNA (cell free fetal DNA)63. 
Potrebnih je bilo še 10 let raziskovanj, da je prostocelična plodova DNA postala 
biooznačevalec za kromosomske nepravilnosti pri plodu in prešla v rutinsko uporabo kot 
neinvazivni predrojstni presejalni test 64.  
Do sedaj opravljene transkriptomske raziskave na vzorcih celic s T21 so prepoznale statistično 
pomembne razlike v podpisih izražanja genov v različnih tkivih in v različnih razvojnih 
obdobjih, pred ali po rojstvu oziroma post mortem v primerjavi z vzorci z normalno 
kromosomsko sestavo 11,14,16-19,21,50,60,65. Z ugotovljenimi razlikami so poizkusile pojasniti 
raznolikost fenotipskih značilnosti in patogenih mehanizmov udeleženih pri klinični sliki DS, 
niso pa prepoznale možnosti uporabe transkriptomskih razlik v diagnostične namene.  
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1.5 Genomski homeostatski mehanizmi pri anevploidijah 
Koncept homeostaze je konec 19. stoletja nakazal francoski fiziolog Claude Bernard z uvedbo 
termina notranje okolje (milieu interieur), s katerim je označil ekstracelularno tekočino in 
njeno fiziološko kapaciteto ohranjati stabilno notranje okolje večceličnega organizma. 
Omenjeni koncept je v 20. stoletju nadgradil fiziolog Walter Bradford Cannon, da biološki 
sistemi delujejo tako, da sprožijo fiziološki odgovor s katerim ohranjajo stabilno notranje 
okolje, kadar na sistem deluje motnja, proces ohranjanja stabilnega notranjega okolja pa 
označil homeostaza 66. Da bi zares razumeli te procese, je potrebno znanje molekularne 
biologije razširiti na sistemsko biologijo, kar je postal imperativ 21. stoletja.  
Evkarionti so razvili robustne nadzorne mehanizme, ki zagotavljajo natančno razporejanje 
genetskega materiala v hčerinske celice. Embrionalni razvoj je natančno koordiniran in 
kontrola celičnega cikla zagotavlja rast in diferenciacijo celic ter urejanje v tkiva in organe, da 
večcelični organizem lahko deluje. Osrednjo vlogo nadzora je ohranjanje diploidnega 
genoma. Anevploidije so posledica nepravilnega razporejanja kromosomov v mejotski ali 
mitotski delitvi. 
Sistemske analize anevploidnih kvasovk, mišjih in humanih celic in analize rakavih celic kažejo 
spremenjeno gensko ekspresijo in motnje v celičnem delovanju kot je zakasnitev v G1 fazi 
celičnega cikla 65,67-69, spremenjeno presnovo celice 70,71 in proteotoksičnost 65,67,72,73. 
Proteotoksičnost označuje stanje, ko mehanizmi kontrole proteinske kakovosti (proteinski 
šaperoni, avtofagija, ubikvitin-proteasomski sistem) ne delujejo ali pa so prekomerno 
obremenjeni, kar vodi v nepravilno zvijanje in agregiranje proteinov 72.  
Analiza transkriptom-proteom je pokazala, da se geni izražajo v korelaciji s številom kopij in 
da sinteza peptidov korelira s količino mRNA, kar lahko vodi v spremembe proteinske 
kompozicije pri anevploidiji 65. Ker je večina proteinov multimernih kompleksov, sestavljenih 
iz več podenot, ki večinoma niso kodirane na istem kromosomu, se stehiometrično razmerje 
ohranja 67,74. Omenjeni regulacijski mehanizem do neke mere vzdržuje ravnovesje na nivoju 
proteinov. Sistem za proteinsko kontrolo kvalitete se sooča s prebitkom proteinskega 
nesorazmerja, kar pomeni, da bo celica aktivirala gene za stres (stress response genes), kar 
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kaže tudi dejstvo, da se pri anevploidiji aktivira izražanje s stresom inducirane MAPK kinaze 
p38 in transkripcijskega faktorja p53 69,75,76. 
Anevploidije avtosomov pri človeku večinoma niso združljive z življenjem, razen trisomije 13, 
18 in 21, od katerih le posamezniki s trisomijo kromosoma 21 živijo do odrasle dobe. 
Kromosom 21 je najmanjši kromosom pri človeku in vsebuje okoli 225 genov, kar predstavlja 
približno 1% celotnega genoma, zato morda ne pomeni pomembnega genomskega bremena 
za organizem. Posamezniki z DS so nagnjeni k razvoju Alzheimerjeve bolezni z zgodnjim 
začetkom, kar je lahko posledica gena APP (OMIM 104760), ki je lociran na kromosomu 21 in 
je pri DS zastopan v treh kopijah 77. Kaže, da so nevrodegenerativne bolezni (Alzheimerjeva 
demenca, Parkinsonova bolezen, amiotrofična lateralna skleroza, spinocerebelarna ataksija, 
Huntingtonova bolezen) z značilnim nepravilnim zvijanjem proteinov in kopičenjem netopnih 
proteinskih agregatov lahko povezane z anevploidijami 72,78.  
Po drugi strani pa anevploidija lahko pomeni tudi selektivno prednost oziroma prilagoditev v 
stresnem okolju. Raziskava sesalskih celic z anevploidijo je pokazala zmanjšano rast v 
normalnih pogojih in povečano v stresnih pogojih, v primeru stradanja, hipoksije ali tretiranja 
s citostatikom 5-flor-uracilom in nakazala, da imajo anevploidne celice selektivno prednost 
oziroma povečano sposobnost prilagajanja na preživetje v neoptimalnem okolju v primerjavi 
z diploidnimi celicami 79. 
Anevploidija predstavlja pomembno motnjo v celični homeostazi, kar se odraža v razvoju in 
rasti organizma z anevploidijo.  
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2 HIPOTEZA IN CILJ 
Transkriptomske preiskave so pokazale, da je mogoče razlikovati med zdravim in patološkim 
razvojem pri anevploidijah, niso pa raziskovale možnosti transkriptoma niti v smislu 
diagnostične uporabe niti v smislu ugotavljanja mehanizmov bolezni. 
 
Hipoteza je, da lahko razlike v genskem izražanju, ki so bile konsistentno poročane v različnih 
transkriptomskih raziskavah, uporabimo kot diagnostični biooznačevalec in da lahko del 
razlik, ki so skupne skupini bolezni kot so anevploidije, obravnavamo kot homeostatski 
odgovor, kako se sistem naravno upira patološkim spremembam, kar odstira razumevanje 
bolezni in omogoča prepoznavanje terapevtskih tarč.  
 
Cilj je, da bomo s primerjanjem predrojstnih vzorcev amniocitov s trisomijo kromosomov 21 
in 18 ter celic horionskih resic s trisomijo kromosoma 13 in ujemajočih evploidnih vzorcev 
ugotovili razlike v izražanju genov, ki bodo za posamezno trisomijo specifične, t.j. specifičen 
podpis izražanja genov (biooznačevalec) ter, da bomo v razlikah v genskem izražanju pri 
trisomiji 18 in 21 ugotovili tudi nekatere skupne značilnosti, ki lahko predstavljajo 
konsistenten odgovor genoma na trisomijo.  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Pristop k raziskavi 
Raziskava je bila izvedena v sklopu programa Ginekologija in reprodukcija: Genomika in 
matične celice (ARRS, P3-0326, nosilec prof.dr. Borut Peterlin). Pred vključitvijo vzorcev v 
raziskavo smo vse izbrane preiskovanke seznanili s potekom raziskave. Sodelovanje v 
raziskavi je bilo prostovoljno in anonimno. Preiskovanke so sodelovanje v raziskavi potrdile s 
pisnim pristankom z zavedanjem, da imajo možnost, da lahko kadarkoli odstopijo od 
sodelovanja v raziskavi. 
Zaupnost osebnih podatkov je bila varovana skladno z Zakonom o varovanju osebnih 
podatkov.  
Raziskava je bila opravljena skladno z načeli Helsinške deklaracije o biomedicinskih raziskavah 
pri človeku, določili Konvencije Sveta Evrope o varovanju človekovih pravic in dostojanstva 
človeškega bitja v zvezi z uporabo biologije in medicine v skladu z Oviedsko konvencijo. 
Raziskavo je odobrila Komisija za medicinsko etična vprašanja Republike Slovenije (sklep št.: 
169/04/13). 
 
3.2 Potek raziskave 
Raziskava je sestavljena iz dveh ločenih eksperimentov za T21, T18 in T13, ki so potekali v 
podobnih pogojih (sliki 3.1 in 3.2). Analiza posameznih eksperimentov je potekala neodvisno. 
Prvi del raziskave je vsebinsko napovedovanje razreda. Najprej smo kot model patološkega 
stanja izbrali trisomijo kromosoma 21. Naredili smo mikromrežni eksperiment in opravili 
analizo diferencialne genske ekspresije pri trisomiji kromosoma 21. Iz najbolj različno 
izraženih kandidatnih genov smo identificirali podpis izražanja genov kot biooznačevalec za 
trisomijo 21 ter opravili validacijski eksperiment na neodvisni množici vzorcev. Dodatno smo 
klasifikacijsko moč izbranega biooznačevalca preverili na ekspresijskih podatkih dveh 
neodvisnih raziskav, GSE10758 in GSE6283, ki sta dostopni na GEO repozitoriju in ovrednotili 
naš klasifikacijski model (slika 3.1). Nato smo iz podatkov, pridobljenih z mikromrežnima 
eksperimentoma za vzorce s trisomijo 18 in 13, izbrali specifičen podpis izražanja genov kot 
biooznačevalec ter sestavili klasifikacijski model za napoved trisomije 13 in 18. Klasifikacijsko 
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moč modela smo preverili na neodvisnih podatkih transkriptomske raziskave GSE70102 








Slika 3.2. Diagram poteka za ugotavljanje skupnih mehanizmov pri T21 in T18. 
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V drugem delu raziskave, ki je vsebinsko raziskovanje skupnih mehanizmov pri trisomiji 21 in 
18, smo ugotavljali specifičen transkriptomski profil, ki je skupen trisomiji 21 in 18. Podatke 
analize diferencialne genske ekspresije za T21 in T18 smo vnesli v Ingenuity Pathway analysis 
programsko opremo (slika 3.2). 
 
3.3 Nabor vzorcev 
V raziskavo smo vključili vzorce kultiviranih celic amniocitov za trisomijo kromosoma 21 in 18 
ter kultiviranih celic horionskih resic za trisomijo kromosoma 13. Raziskava je bila razdeljena 
na dva vsebinska dela oziroma štiri ločene eksperimente. Števila vzorcev za trisomije in 
kontrole za posamezen del raziskave so navedena spodaj:  
1. Eksperiment z vzorci amnijske tekočine s trisomijo kromosoma 21 in ujemajočimi 
normalnimi kontrolami za mikromrežni ekperiment (19 vzorcev: 10 vzorcev s 
trisomijo kromosoma 21 in 9 vzorcev z normalno kromosomsko sestavo; klinične 
značilnosti so prikazane v tabeli 4.1);  
2. Eksperiment z vzorci amnijske tekočine s trisomijo kromosoma 21 in ujemajočimi 
normalnimi kontrolami za validacijski ekperiment (48 vzorcev: 16 vzorcev s trisomijo 
kromosoma 21 in 32 vzorcev z normalno kromosomsko sestavo; klinične značilnosti 
so prikazane v tabeli 4.2). 
3. Eksperiment z vzorci amnijske tekočine s trisomijo 18 in ujemajočimi normalnimi 
kontrolami (19 vzorecv: 10 vzorcev s trisomijo kromosoma 18 in 9 vzorcev z normalno 
kromosomsko sestavo; klinične značilnosti so prikazane v tabeli 4.3). 
4. Eksperiment z vzorci po biopsiji horinskih resic s trisomijo kromosoma 13 in 
ujemajočimi normalnimi kontrolami (19 vzorcev: 10 vzorcev s trisomijo kromosoma 
13 in 9 vzorcev z normalno kromosomsko sestavo; klinične značilnosti so prikazane v 
tabeli 4.4). 
 
3.4 Obdelava vzorcev 
Vzorci amnijske tekočine med 16. in 18. tednom nosečnosti ter vzorci horionskih resic med 
12. in 14. tednom nosečnosti so bili odvzeti za rutinsko diagnostično predrojstno 
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kromosomsko preiskavo. Primarno celično kulturo smo gojili in obdelali po standardnem 
postopku, ki ga uporablja citogenetski laboratorij Kliničnega inštituta za medicinsko genetiko 
(Priročnik, Navodila za delo LCG-NAV-009, LCG-NAV-010, LCG-NAV-012, LCG-NAV-014) z 
uporabo tkivnih posodic (TPP, Switzerland). Celične kulture smo gojili v tkivnem mediju 
AmnioMax C100 Basal Medium and AmnioMax C100 Supplement (Invitrogen, CA, USA) pri 
temperaturi 37°C v 5% CO2 okolju. Kromosomsko preiskava je bila opravljena po standarnem 
protokolu z GTG proganjem z ločljivostjo 450-550 prog v haploidnem setu (Klinični inštitut za 
medicinsko genetiko, UKC Ljubljana, Priročnik, SOP-LCG-4.1.1, Navodila za delo LCG-NAV-
029). Po zaključeni kromosomski preiskavi smo gojili drugo pasažo izbrane celične kulture v 
enakih pogojih kot primarno kulturo. Celično suspenzijo smo 8 min centrifugirali pri 2500 
rpm in nato odstranili supernatant. Celični pelet smo naprej obdelali po priporočilih 
proizvajalca za izolacijo RNA. 
 
3.5 Izolacija RNA in prepisovanje v cDNA 
Izolacijo RNA smo izvedli z uporabo Fujifilm QuickGene-810 polavtomatskega izolacijskega 
sistema (Fujifilm Life Sciences, Tokyo, Japan) iz celičnega peleta druge pasaže kultiviranih 
celic amnijske tekočine po navodilih proizvajalca. Z uporabo tub iz kita Fujifilm RNA Cultured 
Cell smo zajeli prečiščene RNA vzorce. Čistost in količino izolirane RNA smo določili z uporabo 
spektrofotometra NanoDrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, USA). 
Integriteto RNA vzorcev smo preverili z bioanalizatorjem (Agilent 2000 Bioanalyzer) z 
uporabo kita RNA 6000 Nano. Izbrane vzorce, pri katerih so RIN vrednosti (RNA integrity 
number) presegale 8.0 smo uporabili za nadaljnje transkriptomsko profiliranje. Prepisovanje 
RNA v cDNA (komplementarno DNA) smo izvedli z uporabo reverzne transkriptaze SupeScript 
Vilo (Invitrogen, Carlsbad, USA) po priporočilih proizvajalca.  
 
3.6 Zasnova mikromrežnega eksperimenta 
Zasnovali smo referenco mikromrežnega eksperimenta (reference design). Za eksperiment 
smo vseh 19 preiskovanih vzorcev združili v skupni referenčni vzorec (pool, tabela 4.1). Nato 
smo hibridizirali vsak posamezni testni vzorec s trisomijo 21 (T21) z referenčnim vzorcem in 
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vsak kontrolni vzorec z referenčnim vzorcem (slika 3.3). Referenčni vzorec smo označili z 
barvilom Cy5, medtem ko smo preiskovane vzorce trisomije kromosoma 21 in normalnih 
kontrol označili z barvilom Cy3 80.  
 
 
Slika 3.3. Zasnova mikromrežnega eksperimenta z dvema barviloma.  
Prikazan je referenčni dizajn mikromrežnega eksperimenta. 
 
Enako smo naredili za eksperiment T18. Združili smo vseh 19 preiskovanih vzorcev v skupni 
referenčni vzorec (tabela 4.3). Nato smo hibridizirali vsak posamezni testni vzorec (T18) z 
referenčnim vzorcem in vsak kontrolni vzorec z referenčnim vzorcem (slika 3.3). Referenčni 
vzorec smo označili z barvilom Cy5, medtem ko smo preiskovane vzorce trisomije 
kromosoma 18 in normalnih kontrol označili z barvilom Cy3. 
Za eksperiment T13 smo združili vseh 21 preiskovanih vzorcev v skupni referenčni vzorec 
(tabela 4.4). Nato smo hibridizirali vsak posamezni testni vzorec (T13) z referenčnim vzorcem 
in vsak kontrolni vzorec z referenčnim vzorcem (slika 3.3). Referenčni vzorec smo označili z 
barvilom Cy5, medtem ko smo preiskovane vzorce trisomije kromosoma 13 in normalnih 
kontrol označili z barvilom Cy3. 
 
3.7 Genske ekspresijske mikromreže 
Za analizo genske ekspresije smo uporabili Agilentove ekspresijske mikromreže z dvema 
barviloma, ki pokrivajo celotni humani genom (Agilent 4x44 two-colour Whole Human 
Genome Expression array) in vsebujejo 41001 tarčnih sond za večino zaporedij več kot 19644 
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genov pri človeku. Pripravo vzorcev, označevanje in hibridizacijo smo izvedli po priporočilih 
proizvajalca (Agilent, Palo Alto, USA). Za označevanje smo uporabili Low Input Quick Amp 
Labeling Kit (Agilent Technologies, Palo Alto, USA). 
Pri dvobarvnem mikromrežnem eksperimentu je potrebno cDNA, ki smo jo pripravili iz 
vzorcev in jih bomo medsebojno primerjali označiti z različnimi barvili; preiskovane vzorce 
smo označili s fluorescentnim barvilom Cy3, referenčne pa z barvilom Cy5. Tako označena 
vzorca cDNA smo združili in medsebojno hibridizirali na isti mikromreži. Vzorci označeni s 
barvili Cy3 in Cy5 so se kompetitivno vezali na tarčne sonde na mikromrežnem nosilcu. Po 
hibridizaciji je sledilo spiranje nevezanih cDNA fragmnetov in odčitavanje signalov. 
Za eksperiment T21 smo mikromreže odčitali z optičnim bralnikom GenePix 4100A (GenePix 
4100A Microarray Scanner), za eksperimenta T18 in T13 pa smo uporabili Agilent High 
Resolution Microarray Scanner System (Agilent, Palo Alto, USA), z nastavitvami za odčitavanje 
po navodilih proizvajalca. Optični bralnik je s pomočjo z laserskega žarka posnel fluorescenco 
fluorofora. Relativne intenzitete obeh barvil smo nadalje uporabili za analizo razmerja 
intenzitet za identifikacijo genov s spremenjenim izražanjem. 
Potem ko smo pridobili surove podatke (odčitke intenzitet signalov na posameznih točkah na 
mikromreži), je bilo potrebno podatke obdelati; pristranost zaradi različne obstojnosti barvil 
znotraj posamezne mikromreže smo znižali s pomočjo loess normalizacije, med različnimi 
mikromrežami pa s kvantilno normalizacijo. Za zanesljivost določanja razmerij izražanja smo 
uporabili notranje kontrole (RNA spike-ins), pri katerih smo pričakovano razmerje primerjali z 
izmerjenim. Ponovljivost izmerjenih razlik v izražanju genov oziroma tehnično natančnost 
posamezne hibridizacije smo preverili z analizo variabilnosti rezultatov za tarčne sonde, ki so 
na mikromrežni nosilec nanešene v ponovitvah (replikatih). 
 
3.8 Analiza izražanja genov s kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo v realnem 
času 
Iz mikromrežnih podatkov smo med najbolj DGE geni izbrali podpis izražanja kandidatnih 
genov, ki so bili predhodno že poročani v strokovni literaturi kot možni biooznačevalci za T21. 
Z metodo qRT-PCR smo opravili validacijo izbranih genov. Validacijsko analizo smo opravili na 
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neodvisni množici 48 vzorcev, pri čemer je bilo 16 vzorcev s T21 in 32 kontrolnih vzorcev z 
normalno kromosomsko sestavo in normalno ultrazvočno morfologijo ob odvzemu amnijske 
tekočine (tabela 4.2). 
Postopek izolacije RNA in reverzne transkripcije v cDNA smo izvedli kot je opisano v poglavju 
3.4. Za kvantitativno analizo genske ekspresije smo uporabili predhodno sintetizirane 
TaqMan sonde (Applied Biosystems, CA, USA) z identifikacijskimi številkami: Hs00533490_m1 
za gen SOD1, Hs00426889_m1 za gen ATP5O, Hs00165078_m1 za gen LAMB3, 
Hs00739248_m1 za gen SUMO3, Hs00199064_m1 za gen BTG3, Hs00371372_m1 za gen 
SON, Hs00170791_m1 za gen USP16, Hs01120954_m1 za gen RCAN1 in Hs00161676_m1 za 
gen ITSN1. Pripravili smo 25 µl reakcijsko mešanico, ki je vsebovala 12.5 µl reagenta 2x 
Universal Master Mix (Applied Biosystems), 1.25 µl TaqMan specifične sonde in 1.25 µl 
TaqMan kontrolne sonde, 2 µl cDNA vzorca in 7.5 µl bidestilirane vode. Vstopno količino 
cDNA smo predpripravili, da je ustrezala 50 ng RNA. Vse qRT-PCR reakcije smo izvedli v treh 
ponovitvah, ki so potekale v aparatu ABI Prism 7000 (ABI Prism 7000 Sequence detection 
system, Applied Biosystems) pri pogojih pomnoževanja: 50°C 2 min, 95°C 10 min ter 40 
ponovitev 95°C 15 s in 60°C 1 min. Za vsako sondo smo določili vrednost praga cikla Ct 
(threshold cycle), ki smo jo nato normalizirali glede na vrednost izražanja kontrolnega gena, v 
tem primeru ACTB gena z identifikacijsko številko sonde Hs03023880_g1, ki smo ga dodali v 
reakcijo k vsakemu preiskovanemu vzorcu. Razlike v genski ekspresiji med preiskovanimi 
vzorci smo izračunali z uporabo metode delta-delta Ct 81. 
Za ugotavljanje statistično pomembnih razlik med obema preiskovanima skupinama 
validacijske faze smo uporabili distribucijski parni t-test. Razlike so bile statistično pomembne 
pri vrednosti α <0.05. 
 
3.9 Bioinformatska analiza mikromrežnih podatkov 
3.9.1 Diferencialna genska ekspresija 
Vrednosti intenzitet signalov pridobljene z ekstrakcijo podatkov iz optičnega bralnika smo 
uvozili in preverili manjkajoče vrednosti oziroma prisotnost morebitnih nepravilnosti. 
Anotiranje tarčnih sond smo opravili s pomočjo Agilent eArray (earray.chem.agilent.com). Po 
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normalizaciji smo vrednostim intenzitet signalov dodali vrednost 100 enot, da bi preprečili 
povečanje variance razmerij log2 pri točkah z nizkimi intenzitetami signalov. Kakovost 
razporeditve smo preverili z MA in MDS diagrami. Za vsako posamezno mikromrežo MA 
diagram s transformacijo podatkov v M (M=log2(Cy5/Cy3)) in A (A=(log2(Cy5)+log2(Cy3))/2) 
vrednostno skalo prikaže razlike med izmerjenimi vrednostmi intenzitet signalov, medtem ko 
MDS diagram (multidimensional scaling) prikaže podobnosti med primerjanimi pari objektov. 
Po preverjanju kakovosti smo podatke analizirali z uporabo limma paketa za linearni model v 
programskem projektu Biokonduktor za R okolje (https://www.bioconductor.org/). Izračunali 
smo vrednosti log2 intenzitet signalov razmerij Cy5/Cy3 in p vrednosti za vrednosti intenzitet 
signalov na posamezni točki na mikromreži. P vrednost smo korigirali s popravkom za 
večkratno testiranje hipotez po metodi Benjamini-Hochberg 82. Korigirane p vrednosti 
(adjusted p value) so bile statistično pomembne pri α < 0.05. 
 
3.9.2 Napovedni model za trisomijo kromosoma 21 
Ovrednotenje izbranih genov za napoved trisomije smo opravili z uporabo klasifikacijskega 
orodja CMA paketa za R okolje 83. Klasifikacijsko moč izbranih genov smo preverili na treh 
neodvisnih množicah in sicer množici pridobljeni z metodo qRT-PCR ter dveh množicah 
podatkov, GSE10758 in GSE6283, pridobljenih s transkriptomskim pristopom, ki sta prosto 
dostopni na repozitoriju Gene Expression Omnibus (GEO; 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/) 12,14. Validacija je bila opravljena s pomočjo metode 
LOOCV (qRT-PCR množica) ter SVM linear kernel klasifikacije s 5-kratno navzkrižno validacijo 
(transkriptomski množici). Uspešnost modela smo opredelili s pomočjo površine pod ROC 
krivuljo (ROC-AUC).  
 
3.9.3 Napovedna modela za trisomijo kromosoma 18 in 13  
Izbrali smo set 8 najbolj različno izraženih genov pridobljenih z analizo diferencialne genske 
ekspresije mikromrežnega eksperimenta za trisomijo 18 in 13. Set 8 genov pri katerih je bila 
diferencialna izraženost najbolj statistično značilna. Omenjeni pospis genskega izražanja je 
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predstavljal prediktor za klasifikacijo s pomočjo hierarhičnega razvrščanja na neodvisni 
množici trisomije 18 in 13 (GSE70102).  
 
3.9.4 Analiza obogatitve genskih nizov pri trisomiji kromosoma 21 in 18 
Transkripcijske spremembe genskih poti oziroma biološko osmišljanje razlik v genskem 
izražanju med obema preiskovanima skupinama smo določili z analizo obogatitve genskih 
setov (gene set enrichment analysis) z uporabo programske opreme Broad GSEA 
(www.broadinstitute.org/gsea/) in termini genske ontologije (gene ontology terms), ki smo 
jih uvozili iz podatkovne zbirke MsigDB (www.broadinstitute.org/gsea/ msigdb). Razlike so 
bile statistično pomembne pri vrednosti α < 0.05 84. 
 
3.9.5 Analiza IPA  
Podatke, dobljene z mikromrežnim ekperimentom, smo nadalje analizirali s pomočjo 
Ingenuity Pathway Analysis, verzija 26127183 (2015-11-30, Ingenuity System Inc, USA) 
programom za analizo genskih ekspresijskih podatkov. Seznam genov (p vrednost <0.05) v 
skupini vzorcev s T21 in T18 smo uvozili v IPA programsko orodje, z nastavitvami: log ratio (-
4.14 – 5.17), p vrednost < 0.05. Za statistično analizo je bil uporabljen Fisherjev eksaktni test.  
Glede na profil genskega izražanja je mogoče z IPA analizo določiti ali so regulatorji aktivirani 
ali inhibirani in prepoznati vzročne povezave, ki so bile predhodno že opisane v strokovni 
literaturi in so skladne z opazovanimi podpisi genskega izražanja 85,86. IPA analiza razvršča poti 
glede na p-vrednost in vrednost razmerja oziroma prekrivanja (razmerje med številom 
molekul v določeni poti, ki so statistično pomembne in številom vseh molekul udeleženih v 
določeni poti).  
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4 REZULTATI 
V raziskavi smo analizirali gensko izražanje na predrojstnih vzorcih kultiviranih celicah 
amnijske tekočine s trisomijo 21 in 18 ter horionskih resic s trisomijo 13 (sliki 3.1 in 3.2). V 
prvem delu smo določili biooznačevalec za napoved statusa trisomije, v drugem pa smo v 
transkriptomskem profilu za T18 in T21 poiskali skupne statistično pomembne spremembe.  
 
4.1 Klinične značilnosti vzorcev  
Klinične značilnosti vzorcev so opisane v tabelah 4.1, 4.2, 4.3 in 4.4.  
 
Tabela 4.1.Klinične značilnosti vzorcev s trisomijo 21 za mikromrežni ekperiment. 
ID vzorca kariotip UZ pregeld/ indikacija za kariotipizacijo 
2 46,XY (N) Normalen izvid 
9 46,XX (N) Normalen izvid 
11 46,XY (N) Normalen izvid 
12 46,XY (N) Normalen izvid 
14 46,XX (N) Normalen izvid 
15 46,XX (N) Normalen izvid 
16 46,XX (N) Normalen izvid 
19 46,XY (N) Normalen izvid 
20 46,XY (N) Normalen izvid 
4 47,XY,+21 Normalen izvid 
5 47,XY,+21 Povečana nuhalna svetlina 
6 47,XY,+21 Cistični higrom vratu 
7 47,XX,+21 Normalen izvid 
12 47,XX,+21 Normalen izvid 
17 47,XY,+21 Povečana nuhalna svetlina 
21 47,XX,+21 Pozitiven rezultat kombiniranega presejalnega testa (NS+DHT) 
22 47,XX,+21 Razvojna nepravilnost srca, zastoj v rasti ploda,  
24 47,XY,+21 Cistični higrom vratu 
27 47,XX,+21 Normalen izvid  
Legenda. 46,XY/XX (normalen moški/ženski kariotip), 47,XY/XX,+21 (patološki moški/ženski kariotip s trisomijo kromosoma 
21). 
 
Tabela 4.2.Klinične značilnosti vzorcev s trisomijo 21 za validacijski ekperiment. 
ID vzorca kariotip Ultrazvočni izvid/ indikacijaza kariotipizacijo 
365A 47,XY,+21 Normalen izvid 
364A 47,XY,+21 Normalen izvid 
311A 47,XY,+21 Normalen izvid 
39A 47,XY,+21 Povečana nuhalna svetlina 
291A 46,XY,der(21;21)(q10;q10)dn Pozitiven rezultat kombiniranega presejalnega testa (NS+DHT) 
47A 47,XY,+21 Cistični higrom vratu 
278A 47,XX,+21 Cistični higrom vratu, hydrops ploda 
296A 47,XY,+21 Povečana nuhalna svetlina 
124A 47,XX,+21 Pozitiven rezultat kombiniranega presejalnega testa (NS+DHT) 
81A 47,XY,+21 Povečana nuhalna svetlina 
101A 47,XX,+21 Pozitiven rezultat kombiniranega presejalnega testa (NS+DHT) 
33A 47,XY,+21 Normalen izvid 
164A 47,XX,+21 Normalen izvid 
189A 46,XY,der(21;21)(q10;q10)dn Povečana nuhalna svetlina 
138A 47,XX,+21 Normalen izvid 
349A 47,XY,+21 Povečana nuhalna svetlina 
Legenda. 46,XY/XX (normalen moški/ženski kariotip), 47,XY/XX,+21 (patološki moški/ženski kariotip s trisomijo kromosoma 
21). 
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Tabela 4.3.Klinične značilnosti vzorcev s trisomijo 18. 
ID vzorca kariotip UZ pregled/ indikacija za kariotipizacijo 
90T 47,XX,+18 VSD, bilateralna cista horoidnega pleteža 
475T 47,XX,+18 Starost nosečnice 
514T 47,XY,+18 Zastoj v rasti ploda 
144T 47,XY,+18 omfalokela 
N6 46,XY (N) Normalen izvid 
N59 46,XX (N) Normalen izvid 
17K 46,XX (N) Normalen izvid 
7K 46,XY (N) Normalen izvid 
45T 47,XX,+18 Sum na razvojno nepravilnost srca, hydrops ploda 
66T 47,XY,+18 Starost nosečnice 
8T 47,XX,+18 Razvojna nepravilnost srca, zastoj v rasti ploda 
342T 47,XX,+18 Cistični higrom 
N7 46,XX (N) Normalen izvid 
19K 46,XY (N) Normalen izvid 
148T 47,XX,+18 Hydrops ploda 
14T 47,XY,+18 Omfalokela, anomalija rok 
N11 46,XX (N) Normalen izvid 
N56 46,XY (N) Normalen izvid 
18K 46,XX (N) Normalen izvid 
Legenda. 46,XY/XX (normalen moški/ženski kariotip), 47,XY/XX,+18 (patološki moški/ženski kariotip s trisomijo kromosoma 
18). 
 
Tabela 4.4.Klinične značilnosti vzorcev s trisomijo 13. 
ID vzorca kariotip UZ pregled/ indikacija za kariotipizacijo 
N2 N Normalen izvid 
N4 N Normalen izvid 
N5 N Normalen izvid 
N8 N Normalen izvid 
N10 N Normalen izvid 
N12 N Normalen izvid 
N13 N Normalen izvid 
N15 N Normalen izvid 
N19 N Normalen izvid 
N20 N Normalen izvid 
T859 47,XY,+13 Številne razvojne nepravilnosti 
T36 47,XY+13 Polidaktilija, povečana nuhalna svetlina 
T28 47,XY,+13 Številne razvojne nepravilnosti 
T460 47,XY,+13 Hydrops ploda 
T926 47,XX,+13 Številne razvojne nepravilnosti 
T336 47,XY,+13 Alobarna holoprozencefalija 
T129 47,XX,+13 Pozitiven rezultat presejalnega testa (NS+DHT) 
T530 47,XY,+13 Številne razvojne nepravilnosti 
T280 47,XX,+13 Pozitiven rezultat presejalnega testa (NS+DHT) 
T902 47,XY,+13 Cistični higrom vratu 
T760 46,XY,rob(13;14)(q10;q10),+13 Hydrops ploda 
Legenda. N (normalen moški kariotip ali normalen ženski kariotip), 47,XY/XX,+13 (patološki moški/ženski kariotip s trisomijo 
kromosoma 13), 46,XY,rob(13;14)(q10;q10),+13 (patološki moški kariotip z vezano trisomijo kromosoma 13). 
 
4.2 Izbor biooznačevalcev pri trisomiji kromosoma 21, 18 in 13 
4.2.1 Biooznačevalec za trisomijo kromosoma 21 
Opravili smo mikromrežni eksperiment na vzorcih pridobljenih iz kultiviranih amniocitov s 
trisomijo 21 (tabela 4.1, slika 3.1) in z analizo diferencialne genske ekspresije izbrali 9 najbolj 
statistično značilnih genov kot biooznačevalec za T21. Podpis izražanja izbranih genov smo 
preverili z učnim validacijskim eksperimentom na neodvisni množici vzorcev s T21 (tabela 
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4.2) z metodo qPCR in razlike v genski ekspresiji opredelili z metodo delta-delta Ct in t-testno 
statistiko. Za klasifikacijo smo v učnem validacijskem eksperimentu uporabili metodo 
strojnega učenja s SVM in klasifikator ovrednotili s križno validacijo. Dodatno smo 
klasifikacijsko točnost pokazali na podatkih predhodno opravljenih raziskav 87. Podatki naše 
raziskave so dostopni Gene Expression Omnibus repozitoriju 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) z ID številko GSE48051. 
 
4.2.1.1 Diferencialna genska ekspresija pri trisomiji kromosoma 21 
Z analizo DGE smo zaznali spremenjene nivoje transkriptov 964 posameznih genov, kar 
ustreza 4.9% analiziranega mikromrežnega genskega seta. V tabeli 4.5 je prikazanih 30 
najbolj različno izraženih genov pri T21 vzorcih. Med diferencialno izraženimi geni je nakazan 
trend k povečani ekspresiji genov na kromosomu 21 (slika 4.1), med katerimi je 30 genov 
(tabela 4.5), ki ima pomembno spremenjeno izražanje pri T21 v primerjavi z normalnimi 
kontrolami. Omenjeni set genov ima povprečne vrednosti izražanja (FC) okoli 1.59 (95% CI 
1.39-1.82), kar ustreza izražanju gena, če je v treh kopijah. 87.1% HSA21 genov ne kaže 
povečanega izražanja, saj imajo FC vrednosti okoli 1.03 ( 95% CI 1.01-1.04), kar ni značilno 
različno od opazovanih vrednostih pri kontrolnih vzorcih. Zaznali smo tudi značilno 
spremenjen transkripcijski odgovor 932 ne-HSA21 genov, ki so enakomerno razpršeni v 
genomu. Ne-HSA21 geni s pomembno različnim izražanjem v amniocitih s T21 (adj.p < 0.01) 
kažejo trend k znižanju izražanja genov (slika 4.1).  
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Slika 4.1. Porazdelitev diferencialno izraženih HSA21 in ne-HSA21 genov.  
Geni, ki imajo povečano izražanje kažejo trend k transkripcijski dekompenzaciji v amniocitih s T21, kar smo potrdili tudi s 
Pearsonovim korelacijskim testom (p < 110-16). Vir 87. 
 
Skupaj 240 genov s FDR < 0.05 in 50% spremenjenim izražanjem pri T21 v primerjavi z 
evploidnimi kontrolami predstavlja kandidatne bioznačevalce za T21 v amniocitih (tabela 
4.6). 
Z analizo hierarhičnega razvrščanja (hiararchical clustering analysis) se kaže spontano 
ločevanje vzorcev v dve večji skupini, skladno s T21 in evploidnim statusom (slika 4.2). 
 
Volk M. Podpisi izražanja genov pri predrojstni diagnostiki anevploidij. Doktorska disertacija. Univerza v 
Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2019. 
 34 
 
Slika 4.2. Hierarhično razvrščanje v skupine pri trisomiji 21.  
Vrstice predstavljajo gene, stolpci vzorce, pri čemer je Euploid controls oznaka za normalne kontrole in Trisomy 21 oznaka za 
vzorce s trisomijo kromosoma 21. Metoda hierarhičnega razvrščanja gene razvrsti v hierarhične razrede glede na podobnosti 
v izražanju. Zelena barva- 'down' regulacija, rdeča- 'up' regulacija 87  
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Tabela 4.5.Najbolj značilno različno izraženi HSA21 geni pri trisomiji 21. 
Entrez ID Gene Gene symbol Chr. log2FC P adj.P 
6647 SOD1 superoxide dismutase 1, soluble 21 1,2 1,1E-10 4,5E-06 
539 ATP5O ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, O subunit 21 1,2 1,0E-08 1,4E-04 
10311 DSCR3 Down syndrome critical region gene 3 21 0,2 1,8E-07 9,4E-04 
8624 PSMG1 proteasome (prosome, macropain) assembly chaperone 1 21 1,3 3,0E-07 1,2E-03 
4731 NDUFV3 NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 3, 10kDa 21 0,7 1,4E-06 3,5E-03 
51227 PIGP phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class P 21 0,6 5,3E-06 6,6E-03 
2551 GABPA GA binding protein transcription factor, alpha subunit 60kDa 21 0,1 5,6E-06 6,6E-03 
54148 MRPL39 mitochondrial ribosomal protein L39 21 0,9 8,2E-06 7,4E-03 
10950 BTG3 BTG family, member 3 21 1,0 8,3E-06 7,4E-03 
23275 POFUT2 protein O-fucosyltransferase 2 21 0,8 1,2E-05 8,9E-03 
6453 ITSN1 intersectin 1 (SH3 domain protein) 21 0,3 1,2E-05 8,9E-03 
29980 DONSON downstream neighbor of SON 21 1,3 1,6E-05 8,9E-03 
6782 HSPA13 heat shock protein 70kDa family, member 13 21 1,0 1,7E-05 9,2E-03 
64968 MRPS6 mitochondrial ribosomal protein S6 21 1,7 3,0E-05 1,1E-02 
6612 SUMO3 SMT3 suppressor of mif two 3 homolog 3 (S. cerevisiae) 21 0,6 5,5E-05 1,4E-02 
861 RUNX1 runt-related transcription factor 1 21 0,3 6,7E-05 1,5E-02 
10785 WDR4 WD repeat domain 4 21 1,2 1,1E-04 1,9E-02 
873 CBR1 carbonyl reductase 1 21 0,7 1,2E-04 2,0E-02 
2618 GART phosphoribosylglycinamide formyltransferase, phosphoribosylglycinamide 
synthetase, phosphoribosylaminoimidazole synthetase 
21 1,0 1,3E-04 2,0E-02 
10600 USP16 ubiquitin specific peptidase 16 21 1,2 1,4E-04 2,1E-02 
56894 AGPAT3 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 3 21 0,5 2,2E-04 2,4E-02 
5116 PCNT pericentrin 21 0,4 2,4E-04 2,5E-02 
7109 TRAPPC10 trafficking protein particle complex 10 21 0,5 2,4E-04 2,5E-02 
4047 LSS lanosterol synthase (2,3-oxidosqualene-lanosterol cyclase) 21 0,1 2,6E-04 2,5E-02 
10069 RWDD2B RWD domain containing 2B 21 0,2 2,6E-04 2,5E-02 
3141 HLCS holocarboxylase synthetase (biotin-(proprionyl-CoA-carboxylase (ATP-
hydrolysing)) ligase) 
21 0,4 2,9E-04 2,6E-02 
7307 U2AF1 U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1 21 0,6 3,2E-04 2,6E-02 
6573 SLC19A1 solute carrier family 19 (folate transporter), member 1 21 0,6 3,3E-04 2,7E-02 
11096 ADAMTS5 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 5 21 -1,8 5,6E-04 3,4E-02 
8208 CHAF1B chromatin assembly factor 1, subunit B (p60) 21 1,0 7,5E-04 3,8E-02 
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Tabela 4.6.Kandidatni geni kot biooznačevalci za trisomijo 21. 
Izbrani geni so zadostili dvem kriterijem: FDR < 0.05, pri katerih smo zaznali 50% povečanje ali zmanjšanje v genskem 
izražanju v vzorcih amniocitov s T21. 
Entrez ID Gen Simbol gena Kr. log2FC P adj.P 
6647 SOD1 superoxide dismutase 1, soluble 21 1,2 1,1E-10 4,5E-06 
539 ATP5O ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, O 
subunit 
21 1,2 1,0E-08 1,4E-04 
90864 SPSB3 splA/ryanodine receptor domain and SOCS box containing 3 16 -1,1 1,8E-07 9,4E-04 
8624 PSMG1 proteasome (prosome, macropain) assembly chaperone 1 21 1,3 3,0E-07 1,2E-03 
1073 CFL2 cofilin 2 (muscle) 14 1,0 3,1E-07 1,2E-03 
129880 BBS5 Bardet-Biedl syndrome 5 2 -0,9 8,3E-07 2,1E-03 
4731 NDUFV3 NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 3, 10kDa 21 0,7 1,4E-06 3,5E-03 
11034 DSTN destrin (actin depolymerizing factor) 20 1,3 1,6E-06 3,5E-03 
3998 LMAN1 lectin, mannose-binding, 1 18 0,7 1,7E-06 3,5E-03 
83637 ZMIZ2 zinc finger, MIZ-type containing 2 7 -0,8 1,9E-06 3,6E-03 
359845 FAM101B family with sequence similarity 101, member B 17 2,1 1,9E-06 3,6E-03 
5223 PGAM1 phosphoglycerate mutase 1 (brain) 10 0,9 2,4E-06 4,1E-03 
163732 CITED4 Cbp/p300-interacting transactivator, with Glu/Asp-rich 
carboxy-terminal domain, 4 
1 -1,0 3,9E-06 6,1E-03 
10376 TUBA1B tubulin, alpha 1b 12 1,7 4,9E-06 6,6E-03 
3914 LAMB3 laminin, beta 3 1 -2,5 5,8E-06 6,6E-03 
23286 WWC1 WW and C2 domain containing 1 5 -1,5 6,0E-06 6,6E-03 
5501 PPP1CC protein phosphatase 1, catalytic subunit, gamma isozyme 12 1,1 6,6E-06 6,7E-03 
2335 FN1 fibronectin 1 2 -1,2 7,0E-06 6,7E-03 
5908 RAP1B RAP1B, member of RAS oncogene family 12 1,0 7,5E-06 7,0E-03 
54148 MRPL39 mitochondrial ribosomal protein L39 21 0,9 8,2E-06 7,4E-03 
10950 BTG3 BTG family, member 3 21 1,0 8,3E-06 7,4E-03 
4070 TACSTD2 tumor-associated calcium signal transducer 2 1 -1,6 1,0E-05 8,6E-03 
23275 POFUT2 protein O-fucosyltransferase 2 21 0,8 1,2E-05 8,9E-03 
3151 HMGN2 high mobility group nucleosomal binding domain 2 1 1,5 1,2E-05 8,9E-03 
1002 CDH4 cadherin 4, type 1, R-cadherin (retinal) 20 -0,8 1,4E-05 8,9E-03 
708 C1QBP complement component 1, q subcomponent binding protein 17 1,1 1,4E-05 8,9E-03 
10440 TIMM17A translocase of inner mitochondrial membrane 17 homolog A 
(yeast) 
1 0,7 1,5E-05 8,9E-03 
60 ACTB actin, beta 7 0,9 1,6E-05 8,9E-03 
7171 TPM4 tropomyosin 4 19 0,7 1,6E-05 8,9E-03 
29980 DONSON downstream neighbor of SON 21 1,3 1,6E-05 8,9E-03 
5538 PPT1 palmitoyl-protein thioesterase 1 1 1,0 1,6E-05 8,9E-03 
6782 HSPA13 heat shock protein 70kDa family, member 13 21 1,0 1,7E-05 9,2E-03 
22856 CHSY1 chondroitin sulfate synthase 1 15 1,0 1,9E-05 9,7E-03 
11014 KDELR2 KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum protein 
retention receptor 2 
7 1,1 1,9E-05 9,7E-03 
Entrez ID Gene Gene symbol Chr log2FC P adj.P 
10098 TSPAN5 tetraspanin 5 4 1,0 2,0E-05 9,7E-03 
1E+08 C19orf79 chromosome 19 open reading frame 79 19 -0,8 2,0E-05 9,7E-03 
8634 RTCD1 RNA terminal phosphate cyclase domain 1 1 0,7 2,0E-05 9,7E-03 
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113146 AHNAK2 AHNAK nucleoprotein 2 14 -0,9 2,1E-05 9,7E-03 
3329 HSPD1 heat shock 60kDa protein 1 (chaperonin) 2 1,1 2,2E-05 9,7E-03 
11343 MGLL monoglyceride lipase 3 -1,2 2,4E-05 1,0E-02 
10606 PAICS phosphoribosylaminoimidazole carboxylase, 
phosphoribosylaminoimidazole succinocarboxamide 
synthetase 
4 1,0 2,4E-05 1,0E-02 
116372 LYPD1 LY6/PLAUR domain containing 1 2 2,8 2,5E-05 1,0E-02 
124944 C17orf49 chromosome 17 open reading frame 49 17 -0,7 2,5E-05 1,0E-02 
90853 SPOCD1 SPOC domain containing 1 1 0,8 2,6E-05 1,0E-02 
7026 NR2F2 nuclear receptor subfamily 2, group F, member 2 15 1,6 2,7E-05 1,1E-02 
284119 PTRF polymerase I and transcript release factor 17 1,0 2,9E-05 1,1E-02 
348235 SKA2 spindle and kinetochore associated complex subunit 2 17 0,7 3,0E-05 1,1E-02 
10480 EIF3M eukaryotic translation initiation factor 3, subunit M 11 0,7 3,0E-05 1,1E-02 
64968 MRPS6 mitochondrial ribosomal protein S6 21 1,7 3,0E-05 1,1E-02 
374882 TMEM205 transmembrane protein 205 19 -0,8 3,3E-05 1,1E-02 
8322 FZD4 frizzled family receptor 4 11 0,8 3,4E-05 1,1E-02 
80326 WNT10A wingless-type MMTV integration site family, member 10A 2 -1,6 3,5E-05 1,1E-02 
51170 HSD17B11 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 11 4 1,1 4,3E-05 1,3E-02 
6648 SOD2 superoxide dismutase 2, mitochondrial 6 -1,4 4,7E-05 1,3E-02 
55884 WSB2 WD repeat and SOCS box containing 2 12 1,3 4,8E-05 1,3E-02 
22795 NID2 nidogen 2 (osteonidogen) 14 1,1 4,8E-05 1,3E-02 
7204 TRIO triple functional domain (PTPRF interacting) 5 -0,7 4,8E-05 1,3E-02 
4354 MPP1 membrane protein, palmitoylated 1, 55kDa X 0,7 4,8E-05 1,3E-02 
7917 BAG6 BCL2-associated athanogene 6 6 -0,8 5,2E-05 1,4E-02 
3939 LDHA lactate dehydrogenase A 11 1,5 5,6E-05 1,4E-02 
26135 SERBP1 SERPINE1 mRNA binding protein 1 1 0,9 6,3E-05 1,5E-02 
2627 GATA6 GATA binding protein 6 18 1,2 6,4E-05 1,5E-02 
1E+08 WASH1 WAS protein family homolog 1 9 -0,8 6,6E-05 1,5E-02 
2014 EMP3 epithelial membrane protein 3 19 -0,8 7,0E-05 1,6E-02 
64981 MRPL34 mitochondrial ribosomal protein L34 19 -0,7 8,1E-05 1,7E-02 
1290 COL5A2 collagen, type V, alpha 2 2 1,6 8,3E-05 1,7E-02 
6288 SAA1 serum amyloid A1 11 -2,0 8,4E-05 1,7E-02 
5718 PSMD12 proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 
12 
17 0,7 8,5E-05 1,7E-02 
11199 ANXA10 annexin A10 4 0,8 8,6E-05 1,7E-02 
10602 CDC42EP3 CDC42 effector protein (Rho GTPase binding) 3 2 1,1 8,9E-05 1,7E-02 
283651 HMGN2P46 high mobility group nucleosomal binding domain 2 
pseudogene 46 
15 1,8 9,3E-05 1,8E-02 
2896 GRN granulin 17 -1,2 9,3E-05 1,8E-02 
84695 LOXL3 lysyl oxidase-like 3 2 1,3 9,5E-05 1,8E-02 
101 ADAM8 ADAM metallopeptidase domain 8 10 -1,3 9,8E-05 1,8E-02 
112495 GTF3C6 general transcription factor IIIC, polypeptide 6, alpha 35kDa 6 1,0 1,0E-04 1,8E-02 
10318 TNIP1 TNFAIP3 interacting protein 1 5 -0,8 1,1E-04 1,9E-02 
2495 FTH1 ferritin, heavy polypeptide 1 11 -1,1 1,1E-04 1,9E-02 
10785 WDR4 WD repeat domain 4 21 1,2 1,1E-04 1,9E-02 
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1942 EFNA1 ephrin-A1 1 -0,8 1,1E-04 1,9E-02 
51393 TRPV2 transient receptor potential cation channel, subfamily V, 
member 2 
17 1,2 1,2E-04 1,9E-02 
9985 REC8 REC8 homolog (yeast) 14 -0,8 1,2E-04 2,0E-02 
22936 ELL2 elongation factor, RNA polymerase II, 2 5 1,3 1,2E-04 2,0E-02 
3732 CD82 CD82 molecule 11 -1,0 1,2E-04 2,0E-02 
3312 HSPA8 heat shock 70kDa protein 8 11 0,8 1,2E-04 2,0E-02 
873 CBR1 carbonyl reductase 1 21 0,7 1,2E-04 2,0E-02 
27101 CACYBP calcyclin binding protein 1 1,0 1,3E-04 2,0E-02 
28969 BZW2 basic leucine zipper and W2 domains 2 7 1,2 1,3E-04 2,0E-02 
1437 CSF2 colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage) 5 -1,4 1,3E-04 2,0E-02 
2618 GART phosphoribosylglycinamide formyltransferase, 
phosphoribosylglycinamide synthetase, 
phosphoribosylaminoimidazole synthetase 
21 1,0 1,3E-04 2,0E-02 
771 CA12 carbonic anhydrase XII 15 1,0 1,3E-04 2,0E-02 
56937 PMEPA1 prostate transmembrane protein, androgen induced 1 20 -1,3 1,4E-04 2,1E-02 
10600 USP16 ubiquitin specific peptidase 16 21 1,2 1,4E-04 2,1E-02 
56975 FAM20C family with sequence similarity 20, member C 7 -1,0 1,5E-04 2,1E-02 
7334 UBE2N ubiquitin-conjugating enzyme E2N 12 1,0 1,5E-04 2,1E-02 
4118 MAL mal, T-cell differentiation protein 2 -2,6 1,5E-04 2,1E-02 
5092 PCBD1 pterin-4 alpha-carbinolamine dehydratase/dimerization 
cofactor of hepatocyte nuclear factor 1 alpha 
10 -0,7 1,5E-04 2,1E-02 
5707 PSMD1 proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 
1 
2 0,7 1,5E-04 2,1E-02 
6376 CX3CL1 chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 16 -1,8 1,5E-04 2,2E-02 
7386 UQCRFS1 ubiquinol-cytochrome c reductase, Rieske iron-sulfur 
polypeptide 1 
19 0,8 1,5E-04 2,2E-02 
51079 NDUFA13 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 13 19 -0,9 1,6E-04 2,2E-02 
483 ATP1B3 ATPase, Na+/K+ transporting, beta 3 polypeptide 3 0,7 1,6E-04 2,2E-02 
53838 C11orf24 chromosome 11 open reading frame 24 11 0,8 1,6E-04 2,2E-02 
4744 NEFH neurofilament, heavy polypeptide 22 0,8 1,6E-04 2,2E-02 
6695 SPOCK1 sparc/osteonectin, cwcv and kazal-like domains proteoglycan 
(testican) 1 
5 0,9 1,6E-04 2,2E-02 
1E+08 TSTD1 thiosulfate sulfurtransferase (rhodanese)-like domain 
containing 1 
1 -0,8 1,6E-04 2,2E-02 
94056 SYAP1 synapse associated protein 1 X 0,7 1,7E-04 2,2E-02 
114801 TMEM200A transmembrane protein 200A 6 1,1 1,7E-04 2,2E-02 
8111 GPR68 G protein-coupled receptor 68 14 -0,7 1,7E-04 2,2E-02 
6277 S100A6 S100 calcium binding protein A6 1 -0,8 1,7E-04 2,2E-02 
79017 GGCT gamma-glutamylcyclotransferase 7 0,8 1,8E-04 2,2E-02 
4869 NPM1 nucleophosmin (nucleolar phosphoprotein B23, numatrin) 5 1,0 1,8E-04 2,2E-02 
57194 ATP10A ATPase, class V, type 10A 15 0,8 1,8E-04 2,2E-02 
2151 F2RL2 coagulation factor II (thrombin) receptor-like 2 5 1,8 1,8E-04 2,3E-02 
4316 MMP7 matrix metallopeptidase 7 (matrilysin, uterine) 11 -3,3 1,9E-04 2,3E-02 
55695 NSUN5 NOP2/Sun domain family, member 5 7 -0,7 1,9E-04 2,3E-02 
59345 GNB4 guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 
polypeptide 4 
3 1,0 2,0E-04 2,4E-02 
53373 TPCN1 two pore segment channel 1 12 -1,1 2,0E-04 2,4E-02 
91252 SLC39A13 solute carrier family 39 (zinc transporter), member 13 11 -0,7 2,0E-04 2,4E-02 
4125 MAN2B1 mannosidase, alpha, class 2B, member 1 19 -0,7 2,1E-04 2,4E-02 
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11335 CBX3 chromobox homolog 3 7 0,8 2,1E-04 2,4E-02 
10576 CCT2 chaperonin containing TCP1, subunit 2 (beta) 12 0,8 2,2E-04 2,4E-02 
4072 EPCAM epithelial cell adhesion molecule 2 -1,4 2,2E-04 2,4E-02 
3184 HNRNPD heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D (AU-rich element 
RNA binding protein 1, 37kDa) 
4 0,9 2,2E-04 2,4E-02 
1316 KLF6 Kruppel-like factor 6 10 -1,2 2,2E-04 2,4E-02 
10951 CBX1 chromobox homolog 1 17 1,0 2,3E-04 2,5E-02 
57570 TRMT5 TRM5 tRNA methyltransferase 5 homolog (S. cerevisiae) 14 1,4 2,3E-04 2,5E-02 
6546 SLC8A1 solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger), member 
1 
2 1,2 2,4E-04 2,5E-02 
595 CCND1 cyclin D1 11 -0,9 2,5E-04 2,5E-02 
10575 CCT4 chaperonin containing TCP1, subunit 4 (delta) 2 0,8 2,5E-04 2,5E-02 
2920 CXCL2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 4 -1,2 2,7E-04 2,5E-02 
146227 BEAN1 brain expressed, associated with NEDD4, 1 16 -1,1 2,7E-04 2,5E-02 
1756 DMD dystrophin X 0,9 2,7E-04 2,5E-02 
22998 LIMCH1 LIM and calponin homology domains 1 4 -0,9 2,7E-04 2,5E-02 
2246 FGF1 fibroblast growth factor 1 (acidic) 5 0,8 2,7E-04 2,5E-02 
10549 PRDX4 peroxiredoxin 4 X 0,7 2,8E-04 2,6E-02 
6659 SOX4 SRY (sex determining region Y)-box 4 6 -1,2 2,8E-04 2,6E-02 
3728 JUP junction plakoglobin 17 -1,1 2,8E-04 2,6E-02 
1366 CLDN7 claudin 7 17 -0,7 2,8E-04 2,6E-02 
3225 HOXC9 homeobox C9 12 1,0 2,8E-04 2,6E-02 
4702 NDUFA8 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 8, 
19kDa 
9 0,7 2,9E-04 2,6E-02 
4659 PPP1R12A protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 12A 12 0,7 2,9E-04 2,6E-02 
642273 FAM110C family with sequence similarity 110, member C 2 -0,8 2,9E-04 2,6E-02 
5999 RGS4 regulator of G-protein signaling 4 1 1,7 2,9E-04 2,6E-02 
57674 RNF213 ring finger protein 213 17 -0,7 3,0E-04 2,6E-02 
118429 ANTXR2 anthrax toxin receptor 2 4 1,3 3,0E-04 2,6E-02 
11193 WBP4 WW domain binding protein 4 (formin binding protein 21) 13 0,7 3,0E-04 2,6E-02 
3383 ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 19 -0,8 3,1E-04 2,6E-02 
84617 TUBB6 tubulin, beta 6 18 1,1 3,1E-04 2,6E-02 
54587 MXRA8 matrix-remodelling associated 8 1 1,2 3,1E-04 2,6E-02 
7124 TNF tumor necrosis factor 6 -1,5 3,1E-04 2,6E-02 
55012 PPP2R3C protein phosphatase 2, regulatory subunit B'', gamma 14 0,7 3,2E-04 2,6E-02 
6840 SVIL supervillin 10 -0,8 3,3E-04 2,6E-02 
6386 SDCBP syndecan binding protein (syntenin) 8 -0,7 3,3E-04 2,7E-02 
221035 REEP3 receptor accessory protein 3 10 0,7 3,3E-04 2,7E-02 
55959 SULF2 sulfatase 2 20 -1,1 3,4E-04 2,7E-02 
79770 TXNDC15 thioredoxin domain containing 15 5 0,8 3,4E-04 2,7E-02 
9945 GFPT2 glutamine-fructose-6-phosphate transaminase 2 5 0,7 3,4E-04 2,7E-02 
1009 CDH11 cadherin 11, type 2, OB-cadherin (osteoblast) 16 1,8 3,4E-04 2,7E-02 
9823 ARMCX2 armadillo repeat containing, X-linked 2 X 0,8 3,5E-04 2,7E-02 
2879 GPX4 glutathione peroxidase 4 (phospholipid hydroperoxidase) 19 -1,0 3,8E-04 2,9E-02 
Volk M. Podpisi izražanja genov pri predrojstni diagnostiki anevploidij. Doktorska disertacija. Univerza v 
Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2019. 
 40 
Entrez ID Gen Simbol gena Kr. log2FC P adj.P 
10158 PDZK1IP1 PDZK1 interacting protein 1 1 -1,1 3,9E-04 2,9E-02 
23435 TARDBP TAR DNA binding protein 1 0,9 4,0E-04 2,9E-02 
5700 PSMC1 proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase, 1 14 0,7 4,2E-04 3,0E-02 
4050 LTB lymphotoxin beta (TNF superfamily, member 3) 6 -2,1 4,2E-04 3,0E-02 
9076 CLDN1 claudin 1 3 -1,4 4,3E-04 3,0E-02 
6746 SSR2 signal sequence receptor, beta (translocon-associated protein 
beta) 
1 0,8 4,4E-04 3,1E-02 
11188 NISCH nischarin 3 -0,8 4,4E-04 3,1E-02 
9917 FAM20B family with sequence similarity 20, member B 1 0,7 4,5E-04 3,1E-02 
23576 DDAH1 dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1 1 0,9 4,6E-04 3,2E-02 
26355 FAM162A family with sequence similarity 162, member A 3 0,9 4,6E-04 3,2E-02 
3068 HDGF hepatoma-derived growth factor 1 -0,8 4,6E-04 3,2E-02 
894 CCND2 cyclin D2 12 -0,7 4,6E-04 3,2E-02 
4097 MAFG v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog 
G (avian) 
17 -0,7 4,8E-04 3,2E-02 
7295 TXN thioredoxin 9 0,9 4,8E-04 3,2E-02 
5902 RANBP1 RAN binding protein 1 22 1,4 4,9E-04 3,2E-02 
6929 TCF3 transcription factor 3 (E2A immunoglobulin enhancer binding 
factors E12/E47) 
19 0,9 4,9E-04 3,2E-02 
51637 C14orf166 chromosome 14 open reading frame 166 14 0,7 5,0E-04 3,2E-02 
2308 FOXO1 forkhead box O1 13 -0,7 5,0E-04 3,2E-02 
10395 DLC1 deleted in liver cancer 1 8 1,0 5,1E-04 3,3E-02 
3898 LAD1 ladinin 1 1 -0,9 5,2E-04 3,3E-02 
25927 CNRIP1 cannabinoid receptor interacting protein 1 2 0,7 5,4E-04 3,3E-02 
27113 BBC3 BCL2 binding component 3 19 -1,1 5,5E-04 3,4E-02 
664 BNIP3 BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3 10 1,3 5,5E-04 3,4E-02 
26057 ANKRD17 ankyrin repeat domain 17 4 -0,7 5,6E-04 3,4E-02 
231 AKR1B1 aldo-keto reductase family 1, member B1 (aldose reductase) 7 -1,9 5,6E-04 3,4E-02 
11096 ADAMTS5 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 
5 
21 -1,8 5,6E-04 3,4E-02 
4154 MBNL1 muscleblind-like (Drosophila) 3 0,8 5,7E-04 3,4E-02 
5920 RARRES3 retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 3 11 -0,8 5,7E-04 3,4E-02 
55765 C1orf106 chromosome 1 open reading frame 106 1 -0,8 5,7E-04 3,4E-02 
1535 CYBA cytochrome b-245, alpha polypeptide 16 -1,1 5,8E-04 3,4E-02 
1404 HAPLN1 hyaluronan and proteoglycan link protein 1 5 1,6 5,8E-04 3,4E-02 
2790 GNG10 guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 10 9 0,8 5,8E-04 3,4E-02 
84419 C15orf48 chromosome 15 open reading frame 48 15 -1,7 6,0E-04 3,5E-02 
3911 LAMA5 laminin, alpha 5 20 -0,7 6,1E-04 3,5E-02 
10723 SLC12A7 solute carrier family 12 (potassium/chloride transporters), 
member 7 
5 -1,1 6,1E-04 3,5E-02 
6168 RPL37A ribosomal protein L37a 2 -1,8 6,2E-04 3,5E-02 
60559 SPCS3 signal peptidase complex subunit 3 homolog (S. cerevisiae) 4 1,0 6,2E-04 3,5E-02 
5521 PPP2R2B protein phosphatase 2, regulatory subunit B, beta 5 1,1 6,3E-04 3,6E-02 
11051 NUDT21 nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 21 16 0,8 6,5E-04 3,6E-02 
84650 EBPL emopamil binding protein-like 13 0,9 6,6E-04 3,6E-02 
114569 MAL2 mal, T-cell differentiation protein 2 (gene/pseudogene) 8 -1,2 6,6E-04 3,6E-02 
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220001 VWCE von Willebrand factor C and EGF domains 11 -0,8 6,6E-04 3,6E-02 
79006 METRN meteorin, glial cell differentiation regulator 16 -0,9 6,8E-04 3,7E-02 
84259 DCUN1D5 DCN1, defective in cullin neddylation 1, domain containing 5 
(S. cerevisiae) 
11 0,9 7,0E-04 3,7E-02 
56999 ADAMTS9 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 
9 
3 -0,7 7,0E-04 3,7E-02 
4175 MCM6 minichromosome maintenance complex component 6 2 1,0 7,2E-04 3,8E-02 
84056 KATNAL1 katanin p60 subunit A-like 1 13 0,9 7,3E-04 3,8E-02 
6289 SAA2 serum amyloid A2 11 -1,2 7,3E-04 3,8E-02 
27237 ARHGEF16 Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 16 1 -0,9 7,5E-04 3,8E-02 
718 C3 complement component 3 19 -1,5 7,5E-04 3,8E-02 
8208 CHAF1B chromatin assembly factor 1, subunit B (p60) 21 1,0 7,5E-04 3,8E-02 
6604 SMARCD3 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent 
regulator of chromatin, subfamily d, member 3 
7 0,7 7,5E-04 3,8E-02 
4008 LMO7 LIM domain 7 13 1,4 7,6E-04 3,8E-02 
28972 SPCS1 signal peptidase complex subunit 1 homolog (S. cerevisiae) 3 -0,7 7,8E-04 3,9E-02 
6428 SRSF3 serine/arginine-rich splicing factor 3 6 0,8 7,8E-04 3,9E-02 
8572 PDLIM4 PDZ and LIM domain 4 5 -1,2 7,9E-04 3,9E-02 
4324 MMP15 matrix metallopeptidase 15 (membrane-inserted) 16 -0,8 8,1E-04 3,9E-02 
6448 SGSH N-sulfoglucosamine sulfohydrolase 17 -0,8 8,1E-04 4,0E-02 
999 CDH1 cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial) 16 -0,8 8,1E-04 4,0E-02 
7083 TK1 thymidine kinase 1, soluble 17 2,3 8,2E-04 4,0E-02 
56681 SAR1A SAR1 homolog A (S. cerevisiae) 10 0,9 8,3E-04 4,0E-02 
27436 EML4 echinoderm microtubule associated protein like 4 2 0,7 8,4E-04 4,0E-02 
3716 JAK1 Janus kinase 1 1 -0,9 8,5E-04 4,1E-02 
9588 PRDX6 peroxiredoxin 6 1 0,7 8,5E-04 4,1E-02 
3569 IL6 interleukin 6 (interferon, beta 2) 7 -2,1 8,7E-04 4,1E-02 
891 CCNB1 cyclin B1 5 1,4 8,7E-04 4,1E-02 
22929 SEPHS1 selenophosphate synthetase 1 10 0,8 8,8E-04 4,1E-02 
332 BIRC5 baculoviral IAP repeat containing 5 17 2,0 9,0E-04 4,1E-02 
1466 CSRP2 cysteine and glycine-rich protein 2 12 1,1 9,1E-04 4,2E-02 
949 SCARB1 scavenger receptor class B, member 1 12 0,9 9,1E-04 4,2E-02 
5682 PSMA1 proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 1 11 0,8 9,2E-04 4,2E-02 
57553 MICAL3 microtubule associated monoxygenase, calponin and LIM 
domain containing 3 
22 -0,7 9,2E-04 4,2E-02 
7298 TYMS thymidylate synthetase 18 1,6 9,3E-04 4,2E-02 
285381 DPH3 DPH3, KTI11 homolog (S. cerevisiae) 3 0,7 9,4E-04 4,2E-02 
23213 SULF1 sulfatase 1 8 2,1 9,6E-04 4,3E-02 
401152 C4orf3 chromosome 4 open reading frame 3 4 0,8 9,8E-04 4,3E-02 
84218 TBC1D3F TBC1 domain family, member 3F 17 -0,7 1,0E-03 4,3E-02 
83540 NUF2 NUF2, NDC80 kinetochore complex component, homolog (S. 
cerevisiae) 
1 0,7 1,0E-03 4,4E-02 
84992 PIGY phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class Y 4 0,7 1,0E-03 4,4E-02 
54534 MRPL50 mitochondrial ribosomal protein L50 9 0,8 1,0E-03 4,4E-02 
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4.2.1.2 Podpis izražanja genov kot biooznačevalec za napoevd trisomije 21 
Z analizo DGE smo iz naših mikromrežnih podatkov za T21 in rezultatov predhodno 
objavljenih raziskav izbrali 9 genov- podpis izražanja genov, ki predstavlja naš biooznačevalec 
za T21 (tabela 4.7).  
 
Tabela 4.7.Podpisi izražanja genov pri trisomiji 21. 
Gen Ime gena Kromosomska 
regija 
FC FDR* Funkcija gena Raziskava 
ATP5O ATP sintaza, transport H+, mitohondrijski F1 
kompleks, O podenota 
21q22.1q22.2 2.29 8.2010-4 Energijski metabolizem 88-90 
SON SON DNA vezavni protein 21q22.1 2.51 4.3210-2 Regulator celičnega cikla 20,88,89 
SOD1 Superoksidna dismutaza 21q22.1 2.29 2.5210-5 ROS metabolizem 20,88-91 
ITSN1 Intersektin 1 (protein s SH3 domeno) 21q22.1q22.2 2.11 1.7910-2 Urejanje aktina in promet 20,89,92 
SUMO3 SMT3 supresor  21q22.1 2.53 4.3310-3 ROS metabolizem 88,89,92 
BTG3 BTG družina, član 3 21q21.2 2.14 4.5110-3 Vloga pri nevrogenezi 20,88,89,92 
RCAN1 Regulator kalcinevrin 1 21q22.12 2.33 4.5810-2 Vloga pri nevrogenezi 20,89,90,92 
USP16 Ubikvitin specifična peptidaza 16 21q22.11 3.24 4.7810-3 ROS metabolizem 20,88,89 
LAMB3# Laminin, beta 3 1q32 0.16 5.7910-3 Lamin, celična membrana 20 
FDR*- false disciovery rate; delež pričakovanih lažnih odkritij korigiranih po metodi Benjamini-Hochberg za multipla 
testiranja. Za predhodno objavljene raziskave so navedene reference. Druge raziskave niso prepoznale gena LAMB3# kot 
pomemben kandidatni gen. Vključili smo ga v biooznačevalec, ker smo v naših podatkih zaznali pomembno znižano izražanje 
gena pri vzorcih s T21, in ocenjujemo, da bi bil lahko, tudi glede na podatke Gene Expression Atlas, pomemben kandidatni 
gen za trisomijo kromosoma 21 (http://www.ebi.ac.uk.gxa/) 87.  
 
Izražanje 9 izbranih genov smo preverili na neodvisni množici 48 vzorcev (tabela 4.2) z 
metodo qPCR in razlike v izražanju opredelili z metodo delta-delta Ct in t-testom. Z izjemo 
ATP5O gena, so geni pokazali pričakovane značilne razlike v izražanju. 7 HSA21 genov je imelo 
DGE z vrednostmi FC 1.2-2.2, medtem ko je gen LAMB3 pokazal konsistentno zmanjšano 
izražanje (gene down-regulation), z vrednostmi FC okoli 0.09 (slika 4.3). 
 
S strojnim učenjem z metodo SVM LOOCV smo ovrednotili klasifikacijsko točnost izbranih 9 
genov in pokazali, da lahko glede na vrednosti izražanja genov z visoko zanesljivostjo ločimo 
med normalnimi in trisomičnimi vzorci (AUC 0.97), kar je prikazano na sliki 4.3. 
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Slika 4.3. Validacijska faza za izbran podpis izražanja genov. 
Zgoraj: Svetlo modri stolpci predstavljajo gensko ekspresijo pri normalnih kontrolah medtem kot temno modri stolpci 
predstavljajo ekspresijo pri vzorcih s T21. Spodaj: ROC krivulja iz podatkov qRT-PCR validacijske faze 87. 
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4.2.1.3 Validacija podpisa izražanja genov na podatkih predhodno objavljenih raziskav 
Napovedno zanesljivost biooznačevalca za T21 smo preverili s križno validacijo LOOCV na 
neodvisnih množicah podatkov. Naš izbrani biooznačevalec z visoko zanesljivostjo napove 
status (AUC 1.0) za podatke raziskav Altug-Teber s sod. ter Chou s sod. 12,14 (slika 4.4).  
 
 
Slika 4.4.Rezultati validacije na podatkih raziskav Altug-Teber in Chou. 
Zgoraj- klasifikacijska napoved za posamezen vzorec; toplotni diagram prikazuje gensko ekpresijo za vsak analiziran vzorec 
pri čemer vrstice predstavljajo preiskovane gene, stolpci pa analizirane vzorce (rdeča ponazarja nižje ekpresijske vrednosti, 
rumena višje; sredina- analiza glavnih komponent za set 9 genov ekpresijskih podatkov pridobljenih iz izbranih raziskav; 
spodaj- ROC krivulji klasifikacijske zanesljivosti za 9-genski ekpresijski biooznačevalec na podatkih izbranih raziskav 87. 
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4.2.2 Biooznačevalec za trisomijo kromosoma 18 in 13 
Iz podatkov pridobljenih na naših mikromrežnih ekperimentih pri vzorich s T18 in T13 (tabela 
4.3 in 4.4) smo izbrali podpis izražanja genov (set 8 najbolj diferencialno izraženih genov) 
značilen za posamezno trisomijo.  
 
Z metodo hierarhičnega razvrščanja smo glede na ekspresijske vrednosti izbranih 8 genov in 
sicer USP14, SMCHD, PQLC1, VAPA, PSMG2, PPP4R1, SPNS1, C1orf50, tako na naših podatkih 
kot na podatkih neodvisne množice GSE70102 pokazali diskriminacijo vzorcev v dve jasno 
ločeni skupini pri obeh raziskavah; in sicer, evploidni vzorci versus vzorci s T18 (slika 4.5 levo) 




Slika 4.5. Hierarhično razvrščanje v skupine pri trisomiji 18. 
Levi toplotni diagram prikazuje spontano razvrščanje glede na izbrani genski set v dve ločeni skupini v naši raziskavi, desni 
toplotni diagram prikazuje spontano razvrščanje glede na izbrani genski set v dve ločeni skupini raziskava GSE70102. 
Legenda: rdeča ponazarja nižje, rumena višje ekpresijske vrednosti. 
 
Podobno, smo s pomočjo hierarhičnega razvrščanja glede na ekspresijske vrednosti izbranih 
8 genov, PAN3, MTIF3, WBP4, CUL4A, ZMYM2, ARHGEF7, NUPL2, PRDM10, na podatkih 
neodvisne množice vzorcev pri raziskavi GSE70102 pokazali diskriminacijo v dve jasno ločeni 
skupini, in sicer, vzorci s T13 versus ne-T13 vzorci (slika 4.6 levo) ter evploidni versus T13 
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vzorci (slika 4.6 desno). Pokazalo se je, da prvi diskriminacijski korak pri ločevanju vzorcev s 
T13 versus ne-T13, ni popolnoma ločil med vzorci s T13 in ne-T13 vzorci (slika 4.6, levo).  
 
  
Slika 4.6. Hierarhično razvrščanje v skupine pri trisomiji 13. 
Raziskava GSE 70102. Levi toplotni diagram prikazuje spontano razvrščanje glede na izbrani genski set v skupini T13 vs.ne-
T13, desni toplotni diagram prikazuje spontano razvrščanje glede na izbrani genski set v dve ločeni skupini evploidni vzorci 
(EU) vs. T13. Legenda: rdeča ponazarja nižje, rumena višje ekpresijske vrednosti. 
 
4.3 Skupni mehanizmi pri trisomiji kromosoma 18 in 21 
Da bi ugotovili skupne mehanizme, ki so povezani z molekularnim fenotipom pri trisomijah, 
smo rezultate pridobljene z mikromrežnim eksperimentom na vzorcih s T18 (klinične 
značilnosti so navedene v tabeli 4.3) primerjali z rezultati pridobljenimi z mikromrežnim 
eksperimentom pri vzorcih s T21 (klinične značilnosti so navedene v tabeli 4.1). Za oba 
podatkovna seta smo opravili DGE ter analizo obogatitve genskih nizov (GSEA in IPA analiza), 
da bi odkrili skupne poti, omrežja in biološke procese 93. Podatki našega eksperimenta za T18 
so dostopni na repozitoriju GEO (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) z ID številko GSE89782. 
 
4.3.1 DGE pri trisomiji kromosoma 18 in 21 
Ker smo v poglavju 4.1 že obravnavali DGE pri T21, se bomo tu osredotočili na DGE pri T18. 
Zaznali smo 1328 posameznih genov, ki so bili pomembno različno izraženi pri vzorcih s T18 v 
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primerjavi z normalnimi kontrolami (korigirana p vrednost < 0.05). Geni z različnim 
izražanjem so predstavljali 5.7% preiskovanih genov, medtem ko smo pri T21 zaznali 513 
različno izraženih genov, kar 2.4% preiskovanih genov. Od genov s pomembno različnim 
izražanjem smo v podatkovnih setih T18 in T21 zaznali približno polovico takih, ki so imeli 
povečano izražanje in polovico takih z zmanjšanim izražanjem v primerjavi z normalnimi 
kontrolami.  
Ko smo primerjali 1000 najbolj statistično različno izraženih genov pridobljenih z analizo 
diferencialne genske ekspresije s p<0.05 pri T18 in T21 smo v preseku obeh množic ugotovili 
41 genov (slika 4.7, tabela 4.8), od katerih je 6 genov kazalo enako smer spremembe v 




Slika 4.7. Presek diferencialno izraženih genov pri trisomiji 18 in 21. 
 
Tabela 4.8.DGE geni skupni trisomiji 18 in 21. 
Gen Kr. regija logFC adj.P GO termin 
SOD1 21q22.11 1.249 3.04222E-06 GO:0004784(F) superoxide dismutase activity) |GO:0046872(F)(metal ion binding) 
SOD1 21q22.11 1.132 9.95804E-05 GO:0004784(F)(superoxide dismutase activity)|GO:0046872(F)(metal ion binding) 
ATP5O 21q22.11 1.214 0.00011465 GO:0046933(F)(proton-transporting ATP synthase activity, rotational mechanism) 
NDBP2L2 21q22.11 -0.132  0.000379111 <NA> 
PSMG1 21q22.2   1.415 0.001010478 GO:0043428(P)(proteasome assembly) 
SPSB3 16p13.3 -1.181 0.001010478 GO:0035556(P)(intracellular signal transduction) 
ZNF646   16p11.2 -0.202 0.001010478 GO:0003676(F)(nucleic acid binding) 
ING4 12p13.31 -0.401 0.001450791 GO:0037313(F)(transcription coactivator activity)| GO:0035064(F)(methylated histone 
binding)|GO:0046872(F)(metal ion binding) 
CFL2 14q13.1 1.225 0.001454254 GO:0003779(F)(actin binding)|GO:0051051(F)(actin filament binding) 
ZNF219 14q11.2 -0.765 0.001640571 GO:0003676(F)(nucleic acid binding) 
RABGEF1 7q11.21   0.379 0.001640571 GO:0003677(F)(DNA binding)|GO:0008270(F)(zinc ion binding) 
AC105270 1p21.2   0.067 0.001680512 <NA> 
KLHDC4 16q24.2 -0.308 0.001956048 <NA> 
DSCR3 21q22.13   0.331 0.002280881 GO:0008565(F)(protein transporter activity) 
BBS5 2q31.1  -0.998 0.002280881 GO:0005930(C )(axoneme)|GO:0034464(C )(BBsome)|GO:0036064(C )(ciliary basal body) 
 LOC401127      4p14 0.229 0.002280881 <NA> 
NDUFV3 21q22.3   0.771 0.002965462 GO:005739(C )(mitochondrion)|GO:0005747(C )(mitochondrial respiratory chain complex I) 
CFL2 14q13.1 1.304 0.002969008 GO:0003779(F)(actin binding)|GO:0051051(F)(actin filament binding) 
LMAN1 18q21.32   0.876 0.002969008 GO:0005537(F)(mannose binding) 
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Gen Kr. regija logFC adj.P GO termin 
ZMIZ2 7p13 -0.924 0.002969008 GO:0008270(F)(zinc ion binding) 
DSTN 20p12.1   1.356 0.002969008 GO:0003779(F)(actin binding)| 
USP18 22q11.21   0.622 0.002969008 GO:0016787(F)(hydrolase activity)|GO:0036459(F)(thiol-dependent ubiquitinyl hydrolase 
activity) 
KLC1 14q32.33  -0.534 0.003196218 GO:0003777(F)(microtubule motor activity) 
FAM101B 17p13.3   2.263 0.003196218 GO:0031005(F)(filamin binding) 
PGAM1 10q24.1   0.931 0.003301861 GO:004619(F)(phosphoglycerate mutase activity)|GO:0016868(F)(intramolecular transferase 
activity, phosphotransferase) 
 KLC1  14q32.33  -0.664 0.004171944 GO:0003777(F)(microtubule motor activity) 
CITED4 1p34.2  -1.051 0.004697594 GO:0003713(F)(transcription coactivator activity) 
NR3C2 4q31.23  -0.093 0.004697594 GO:0003677(F)(DNA binding)|GO:0003700(F)(transcription factor activity)| 
GO:0043565(F)(sequence specific DNA binding)|GO:0002870(F)(zinc ion 
binding)|GO:0046872(F)(metal ion binding) 
RAB24 5q35.3  -0.328 0.005388039 GO:0003924(F)(GTPase activity)|GO:0005525(F)(GTP binding) 
NQO1 16q22.1   0.283 0.005388039 GO:0008137(F)(NADH dehydrogenase activity)|GO:0010181(F)(FMN binding)| 
GO:0016491(F)(oxidoreductase activity)|GO:0046872(F)(metal ion binding)| 
GO:0048038(F)(NAD binding)|GO:0051536(F)(iron-sulphur cluster binding)|  
TUBA1B 12q13.12   1.702 0.00579477 GO:0000166(F)(nucleotide binding)|GO:0003924(F)(GTPase activity)| GO: 
0005200(F)(structural constituent of cytoskeleton)|GO:0005525(F)(GTP binding) 
CACNA2D3 3p14.3  -0.139 0.00579477 GO:0016020(C )(membrane)|GO:0016021(C )(integral component of membrane) 
PIGP  21q22.13 0.837 0.00579477 GO:0017167(F)(phosphatidylinositol-N-acetylglucosaminyltransferase activity) 
WWC1 5q34 -1.635 0.00579477 GO:0003713(F)(transcription coactivator activity)|GO:0019900(F)( kinase 
binding)|GO:0032947(F)(protein complex scaffold activity) 
MAST4    5q12.3  -0.547 0.00579477 GO:0000166(F)(nucleotide binding)|GO:0000287(F)(magnesium ion binding)| 
GO:0004672(F)(protein kinase activity)|GO:0004674(F)(protein serine/threonine kinase 
activity)|GO:0005524(F)(ATP binding)|GO:0016301(F)(kinase activity) 
MRPL39 21q21.3   0.991 0.00579477 GO:0000166(F)(nucleotide binding) 
SCAI  9q33.3   0.105 0.00579477 GO:0003714(F)(transcription corepressor activity) 
TACSTD2 1p32.1  -1.844 0.00579477 GO:0010633(P)(negative regulation of cell migration)|GO:0050678(P)(regulation of epithelial 
cell proliferation)|GO:0051497(P)(negative regulation of stress fiber proliferation) 
PPP1CC 12q24.11   1.176 0.00579477 GO:0004722(F)(protein serine/threonine phosphatase activity)| GO:0016791(F)(phosphatase 
activity) 
BRD4 19p13.12  -0.348 0.00579477 GO:0000993(F)(RNA polymerase II core binding)|GO:0002039(F)(p53 binding)| 
GO:0003682(F)(chromatin binding)|GO:0070577(F)(lysine-acetylated histone binding) 
 
 
Tabela 4.9.Simboli in GO termini za skupne diferencialno izražene gene pri trisomiji 18 in 21. 
Gen  GO anotacije p-vred. T18 logFC T18 p-vred. T21 logFC T21 
OTUD5 GO:0004843(thiol-dependent ubiquitin-specific protease activity)| 
GO:0061578(Lys63-specific deubiquitinase activity)| GO:0101005 (ubiquitinyl 
hydrolase activity)|GO:1990380 (Lys48-specific deubiquitinase 
activity)|GO:0016579(protein deubiquitination)| GO:0032496(response to 
lipopolysaccharide) 
0.013 -0.34 0.023 -0.594 
ADAMTSL1 (GO:0004222(metalloendopeptidase activity)|GO:0008233 (peptidase 
activity)|GO:0008270 (zinc ion binding)| GO:0006508(proteolysis) 
0.010 0.622 0.018 0.449 
TADA2A (GO:0003677(DNA binding)|GO:0005634(nucleus)| GO:0006355 (regulation 
of transcription, DNA-templated)| GO:0035065 (regulation of histone 
acetylation) 
0.008 0.354 0.038 0.062 
PPID GO:0003755(peptidyl-prolyl cis-trans isomerase activity)| 
GO:0000413(protein peptidy-prolyl isomerization)|GO:0006457 (protein 
folding) 
0.012 0.49 0.039 0.418 
PIAS2 GO:0019789(SUMO transferase activity)| GO:0016925(protein sumoylation) 0.007 0.942 0.019 0.445 
MAPRE2 GO:0008017 (microtubule binding)|GO:0005874(microtubule) 0.009 0.47 0.029 0.328 
Vsi geni, razen OTUD5 (‘down-regulated’),  so bili ‘up-regulated’. T18- trisomija 18, T21- trisomija 21. P-vrednosti so 
korigirane po metodi Benjamini-Hochberg za večkratna testiranja. GO anotacije (funkcijo, biološki proces ali celično 
komponento) smo iskali z uporabo EMBL-EBI QuickGO spletnega orodja (https://www.ebi.ac.uk) 93.  
 
Poleg DGE HSA18 genov, smo zaznali tudi transkripcijski odgovor ne-HSA18 genov. 
Pričakovano je bilo, da bomo zaznali povečano izražanje HSA18 genov, kar je prikazano na 
sliki 4.8. Razlike v spremenjeni genomski regulaciji so pri T18 bolj izražene kot pri T21 (sliki 
4.1 in 4.8). 
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Slika 4.8. Porazdelitev diferencialno izraženih HSA18 in ne-HSA18 genov. 
 
Globalne razlike v genskem izražanju smo prikazali z analizo porazdelitve diferencialno 
izraženih genov (adj.p < 0.05) vzdolž celotnega genoma za T18 z ustreznimi FC vrednostmi. 
Slika 4.9 prikazuje globalno spremenjeno izražanje genov pri T18 in T21.  
 
  
Slika 4.9. Porazdelitev diferencialno izraženih genov v genomu. 
Porazdelitev genov z značilno spremenjeno gensko ekspresijo pri trisomiji 18 (levo) in pri trisomiji 21 (desnoj).  
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4.3.2 GSEA pri trisomiji kromosoma 18 in 21 
Iz podatkov o različno izraženih genih med vzorci T18 in normalnimi kontrolami smo opravili 
funkcionalno analizo genskih nizov ((parametric) gene set enrichment analysis) 84,94 za gensko 
ontologijo (GO termini). Vnaprej določene genske nize za analizo smo pridobili iz podatkovne 
baze MSigDB (http://software.broadinstituteorg/gsea/msigdb). Funkcionalna analiza 
obogatitev je pokazala, da so najbolj obogateni GO termini povezani z regulacijo proteinske 
sekrecije, vezikularnim in membranskim transportom, DNA okvaro posredovano s p53 
proteinom, z odgovorom na oksidativni stres, pozitivno regulacijo celičnega cikla in mRNA 
izrezovanjem. Geni povezani z naštetimi GO termini imajo večinoma znižano izražanje 
(negativna vrednost logFC), razen geni povezani s povečano regulacijo celičnega cikla in 
mRNA izrezovanjem (pozitivna vrednost logFC), kar je skladno s predhodno ugotovljeno 
globalno znižano gensko ekspresijo pri T18 (tabela 4.10, sliketer 4.8, 4.9 levo in 4.10). 
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Slika 4.10. Toplotni diagram GO terminov pri trisomiji 18 in kontrolnih vzorcih.  
Legenda: rdeča- 'over-representation', modra- 'under-representation'.  
 
Za primerjavo smo opravili tudi PGSEA pri vzorcih s T21, da bi pokazali razlike v obogatitvah 
genskih nizov pri vzorcih T21 v primerjavi z normalnimi kontrolami (tabela 4.11, slika 4.11), in 
da ugotovimo podobnosti med trisomijo 18 in 21.  
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Slika 4.11.Toplotni diagram GO terminov pri trisomiji 21 in kontrolnih vzorcih.  
Legenda: rdeča- 'over-representation', modra- 'under-representation'. 
 
Rezultati PGSEA obogatitve GO terminov pri T21 so pokazali obogatitev genov povezanih z 
regulacijo membranskega potenciala, popravljanjem dvojno-vijačnih lomov DNA, kontrolnimi 
točkami celičnega cikla, mikrotubuli delitvenega vretena, regulacijo celičnega cikla, G2-M 
prehodom mitotske celice, apoptozo nevronov, G1-M prehodom mitotske celice, celičnim 
ciklom, kinetohorjem, regulacijo DNA presnove in pericentrično regijo kromosomov (tabela 
4.7). Diagram obogatenih GO terminov pri T21 kaže zmanjšano zastopanost genov povezanih 
z omenjenimi procesi (slika 4.11). Skupni GO termini pri T18 in T21 kažejo obogatitev genov 
povezanih z regulacijo celičnega cikla.  
 
4.3.3 IPA analiza pri trisomiji kromosoma 18 in 21 
Seznam diferencialno izraženih genov za T18 in T21 smo uvozili v Ingenuity Pathway Analysis 
programsko opremo (IPA, Ingenuity System Inc, USA) v.2015, da bi ekspresijske podatke za 
T18 in T21 lahko interpretirali v kontekstu bioloških procesov, poti in omrežij. Prepoznali smo 
statistično značilne metabolne in signalne poti, molekularne in celične funkcije ter razvoj in 
funkcijo fizioloških sistemov, katerih geni, kažejo značilno disregulacijo pri T18 in T21. Analiza 
je pri obeh trisomijah pokazala obogatitev genov, ki so povezani s PI3K/AKT signalno potjo in 
s celičnim ciklom: z regulacijsko kontrolno točko G2/M pri okvari DNA (p vrednosti < 0.001; 
tabeli 4.12 in 4.13; sliki 4.12 in 4.13).  
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Tabela 4.12.Prikazane so statistično značilne poti in regulatorji pri trisomiji 18. 
 
 
Tabela 4.13.Prikazane so statistično značilne poti in regulatorji pri trisomiji 21. 
 
 
Geni povezani s PI3K/AKT potjo in z regulacijo celičnega cikla imajo zmanjšano izražanje z 
negativno z-vrednostjo pri obeh trisomijah (z= -0.9 pri T21 in z= -1.1 pri T18 za PI3K/AKT pot 
ter z-vrednost je -1.8 pri T21 in -1.2 pri T18 za regulacijo celičnega cikla) (slika 4.14 in 4.15). 
Analiza predhodnega regulatorja (upstream regulator analysis, op.avtroja) je pokazala, da ima 
gen TP53 predvidoma zmanjšano izražanje pri obeh trisomijah (p-vrednost < 0.001; tabeli 
4.14 in 4.15; sliki 4.14 in 4.15).  
 




Slika 4.12. PI3K-AKT signalna pot. 
Shema prikazuje inhibicijo molekul (zeleni odtenki) in aktivacijo molekul (rdeči odtenki) v PI3K-AKT signalno pot ter učinke na celično rast, preživetje in smrt, sintezo proteinov, 
regulacijo tumorigeneze, apoptozo in remodeliranje žil. 
 




Slika 4.13. Regulacijo celičnega cikla: G2/M DNA poškodba kontrolna točka. 
Molekule z zelenimi odtenki so inhibirane, molekule z rdečimi odtenki aktivirane. Prikaz predvidene inhibicije proteina P53 in nadaljnji učinki na sekvestracijo CDC2-cyclinB v 
citoplazmi. 
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Slika 4.14. TP53 mrežje. 
Molekule z zelenimi odtenki so inhibirane, molekule z rdečimi odtenki aktivirane. 




Slika 4.15. Predvidena p53 inhibicija in učinek na celične procese. 
Molekule z zelenimi odtenki so inhibirane, molekule z rdečimi odtenki aktivirane. 
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V smislu bioloških funkcij je IPA analiza pri obeh trisomijah pokazala pomembno povečano 
zastopanost genov povezanih s celičnim ciklom, celičnim gibanjem ter s celično smrtjo 
oziroma preživetjem (p< 0.05, tabela 4.16), pri čemer sta imela celično gibanje ter celična 
smrt oziroma preživetje zmanjšano izražanje genov (down-regulation), medtem ko so geni, 
povezani s celičnim ciklom, kazali trend proti povišanem izražanju (up-regulation). 
 
Tabela 4.16. Molekularne in celične funkcije pri trisomiji 18 in 21. 
Molecular and cellular functions  p-value (T18) p-value (T21) 
Cell cycle   6.20e-3 5.63e-5 
Cellular movement 5.57e-3 5.34e-5 
Cell death and survival 6.28e-3 6.17e-5 
 
V skupini razvoj fizioloških sistemov in funkcij smo zaznali obogatitev genov povezanih s 
preživetjem organizma, razvojem tkiv ter razvojem in funkcijo vezivnega tkiva (tabela 4.17). 
 
Tabela 4.17. Razvoj in delovanje fizioloških sistemov pri trisomiji 18 in 21. 
Physiological system development and function p-value (T18) p-value (T21) 
Organismal survival 9.70e-4 6.56e-18 
Tissue development   3.76e-3 6.37e-5 
Connective tissue development and function 3.76e-3 5.17e-5 
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5 RAZPRAVA 
Opravili smo transkriptomsko raziskavo na predrojstnih vzorcih kultiviranih celic amnijske 
tekočine s trisomijo kromosoma 21 in 18 ter ujemajočimi evploidnimi kontrolami ter na 
predrojstnih vzorcih kultiviranih celic horionskih resic s trisomijo kromosoma 13 in 
ujemajočimi evploidnimi kontrolami. V prvem delu raziskave smo iz razlik v diferencialni 
genski ekspresiji med vzorci s trisomijo in evploidnimi kontralami sestavili klasifikacijski model 
za napoved stanja s trisomijo in potrdili, da izbrani biooznačevalec z visoko zanesljivostjo 
napove patološko stanje s trisomijo. 
V drugem delu smo z analizo diferencialne genske ekspresije in obogatitve genskih setov 
ugotavljali podobnosti med trisomijo kromosoma 21 in 18 ter pokazali, da obstajajo pri 
trisomiji 21 in 18 tudi skupne značilnosti v transkriptomskem profilu, ki lahko nakazujejo 
skupne mehanizme, ki jih aktivira celica, kot homeostatski odgovor na kromosomsko motnjo.  
 
5.1 Transkriptomski biooznačevalci pri anevploidijah v predrojstni diagnostiki  
Z opravljeno raziskavo smo pokazali napovedno zmogljivost podpisov genskega izražanja pri 
napovedi patološkega statusa trisomije kromosoma 21, 18 in 13 v predrojstni diagnostiki.  
V nasprotju s predhodno opravljenimi raziskavami, ki so raziskovale transkripcijske 
spremembe pri predrojstnih vzorcih s T21, 18 in 13 v smislu pojasnjevanja fenotipskih 
značilnosti pri trisomijah in tudi raznolikosti 12,13,16,18,22,23, pa je bil naš glavni namen 
prepoznati podpis genskega izražanja, ki bi bil za posamezno trisomijo specifičen in 
potencialno uporaben kot biooznačevalec za napoved statusa s specifično trisomijo.  
Pokazali smo, da transkriptom jasno ločuje vzorce s patološkim stanjem s trisomijo in 
normalne evploidne vzorce in da lahko podpis genskega izražanja, ki ga sestavlja 8-9 genov, ki 
so najbolj različno izraženi med posamezno trisomijo in evploidnimi vzorci, zanesljivo napove 
status trisomije. Z opravljenim preizkusom smo potrdili visoko napovedno zanesljivost, z 
ocenjeno AUC 0.97, za napoved trisomije 21 87. Dodatno smo klasifikacijski model izbranega 
biooznačevalca preverili na neodvisni množici predhodno objavljenih transkriptomskih 
raziskav, ki so bile opravljene na drugem mikromrežnem formatu 13,14 in potrdili visoko 
napovedno zanesljivost izbranih biooznačevalcev za napoved statusa trisomije 21, 18 ali 13.  
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Do sedaj objavljene raziskave genskega izražanja pri trisomiji 21 so pokazale nasprotujoče 
rezultate. Objavljena meta-analiza je strnila dostopne podatke objavljenih transkriptomskih 
analiz pri T21, vključujoč raziskave na različnih tkivih in različnih mikromrežnih formatih in 
pokazala, da obstajajo med raziskavami konsistentne spremembe v genskem izražanju pri 
T21 v primerjavi z evploidnimi vzorci 61, kar je skladno z našimi opažanji, saj naš izbrani 
biooznačevalec zanesljivo napove status trisomije tudi na neodvisnih transkriptomskih 
podatkih, ki so bili pridobljeni na drugem mikromrežnem formatu, kar kaže na konsistenco 
ekspresijskih podatkov, tudi če so pridobljeni v različnem laboratoriju, z različnim 
mikromrežnim formatom in različnim potekom bioinformatske obdelave.  
Glede na sprejeto hipotezo o učinku treh kopij gena (gene dosage effect hypothesis) bi 
pričakovali, da bomo pri genih, ki so zastopani v treh kopijah na HSA21, HSA18 ali HSA13, 
zaznali 1.5-kratno povišano izražanje 16. Deloma so hipotezo izpodbijale predhodno 
objavljene transkriptomske raziskave, ki so preiskovale globalno gensko izražanje pri T21 in 
pokazale, da imajo nekateri HSA21 geni 1.5-kratno povišano izražanje, nekateri HSA21 geni 
pa izražanje primerljivo z evploidnim stanjem, ter da imajo nekateri ne-HSA21 geni 1.5-kratno 
povišano izražanje, nekateri znižano izražanje in nekateri primerljivo z evploidnim stanjem 16, 
kar kaže, da so učinki trisomije kompleksni in posledica globalne genomske disregulacije 16.  
Zaradi omenjenih ugotovitev, ki bi lahko oteževale naš izbor biooznačevalca za napoved T21 
smo eksperiment razdelili v dva dela; v prvem smo izbrali genski set, ki na naših podatkih in 
glede na objavljene rezultate transkritpomskih raziskav s T21 (tabela 4.7) zanesljivo napove 
status T21 (faza odkrivanja) ter v drugem delu pa smo izbrani set validirali z metodo qRT-PCR 
na neodvisni množici predrojstnih vzorcev s T21 in normalnim kariotipom (validacijska faza). 
V izbor smo vključili tudi podatke analiz, ki so bile opravljene na drugih tkivih, tako pred kot 
po rojstvu, saj je objavljena meta-analiza pokazala, da pri trisomiji HSA21 lahko zaznamo 
konsistentne spremembe v genskem izražanju, ne glede na tkivo, čas izražanja ali format 
mikromreže 61. Za nadaljnjo validacijsko fazo smo izbrali gene, ki so bili pomembno različno 
izraženi v naši raziskavi in so bili konsistentno prepoznani v vsaj treh drugih ekspresijskih 
analizah. Dodatno smo naš napovedni model preverili na neodvisnih podatkih dostopnih na 
GEO repozitoriju. Pokazali smo, da izbrani model zanesljivo napove status trisomije tudi na 
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podatkih raziskav Altug-Teber in Chou 12,14, kar kaže na robustnost biooznačevalca in na 
konsistentne spremembe v genskem izražanju, ki jih zaznamo pri predrojstnih vzorcih s 
trisomijo 21.  
Podobno smo tudi za T18 in T13 razvili napovedni model. Iz podatkov pridobljenih z 
mikromrežnim eksperimentom smo izbrali set 8 genov, ki so bili v našem eksperimentu za 
T18 in T13 najbolj različno izraženi. Razlike v izražanje izbranega genskega seta smo preverili 
na neodvisni raziskavi 13. Z uporabo hierarhičnega razvrščanja smo pokazali, da naša izbrana 
modela za T18 in T13 z visoko zanesljivostjo ločujeta status trisomije 18 in 13 tudi na 
neodvisnih transkriptomskih podatkih. 
Naša raziskava ima določene omejitve. Napovedna zanesljivost izbranega modela za T21, 
ocenjena v validacijski fazi, je bila visoka, z AUC 0.97. V kolikor bi v izbrani set dodali več 
genov, bi se verjetno napovedna točnost izbranega modela dodatno izboljšala. Ker smo 
raziskavo izvedli na gojenih celicah amnijske tekočine se zavedamo, da smo z in vitro 
kultiviranjem vplivali na dejansko izražanje genov tako pri vzorcih s trisomijo kot pri 
evploidnih vzorcih. Ker smo napovedno vrednost klasifikatorja lahko potrdili tudi na 
nekultiviranih celicah horionskih resic neodvisne raziskave Altug-Teber menimo, da kultivacija 
ni pomembno vplivala na napovedno moč naših ekspresijskih podpisov. 
Kljub temu, da smo pokazali visoko napovedno moč naših izbranih modelov so potrebne 
nadaljnje raziskave preden bi bili potencialni biooznačevalci morda primerni za prenos v 
klinično prakso.  
 
Čeprav je bila raziskava osredotočena na prepoznavanje konsistentnih sprememb v genskem 
izražanju pri T21, T18 in T13 ter na opredelitev biooznačevalca s potencialno možnostjo 
klinične uporabe pa naši rezultati nakazujejo tudi širše možnost uporabe transkriptomskih 
sprememb. Transkriptomski profil posameznika je določen z genomom, epigenetskimi 
modifikacijami in vplivi iz okolja zato ima potencialno sposobnost, poleg napovedi trisomije, 
tudi potencial za napoved drugih patoloških stanj v predrojstni diagnostiki tudi kompleksnih 
bolezni in negenetskih stanj, ki tudi sodijo med visoko rizičnih nosečnosti. 
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5.2 Genomski homeostatski mehanizmi pri anevploidijah v predrojstni diagnostiki 
Z uporabo analize globalne genske ekspresije smo iz kultivranih amniocitov plodov s trisomijo 
21 in plodov s trisomijo 18 prepoznali gene, biološke procese in poti, ki so skupni pri obeh 
transkripcijskih profilih, kar morda kaže, da smo prepoznali homeostatske mehanizme, ki so 
skupni pri obeh trisomijah. Naša raziskava je prva, ki je na podatkih globalne genske 
ekspresije nakazala skupne mehanizme, ki morda odražajo odgovor genoma na 
kromosomsko motnjo pri predrojstnih vzorcih s T21 in T18.   
Z analizo diferencialne genske ekspresije smo iz podatkov pridobljenih z mikromrežnim 
eksperimentom pri T21 in T18 prepoznali set 6 genov, ki so pomembno diferencialno izraženi 
in skupni pri obeh trisomijah. To so geni OTUD5, PIAS2, ADAMTSL1, TADA2A, PPID, in 
MAPRE2, ki sodelujejo v različnih bioloških procesih; OTUD5 in PIAS2 pri proteinski 
deubikvitinaciji in sumoilaciji proteina p53, ADAMTSL1 in PPID pri proteolizi in zvijanju 
proteinov, TADA2 pri remodeliranju kromatina ter MAPRE2 pri vezavi mikrotubulov in 
kontroli proliferacije normalnih celic.  
Procesi, ki so vključeni v kontrolo celične rasti in apoptozo so bili že opisani v povezavi s 
trisomijo kromosoma 21 in 18. Raziskave pri T21 so dosledno pokazale motnjo apoptoze in 
zmanjšano proliferativno sposobnost različnih celičnih tipov pri človeku pri T21, pri 
induciranih pluripotentnih matičnih celicah (iPSC) 95 pri fibroblastih in limfoblastoidnih celicah 
96. Motene apoptotske procese so zaznali tudi pri T18; globalna ekspresijska analiza proste 
celične fetalne RNA v amnijski tekočini je pri vzorcih s T18 pokazala znižano izražanje genov 
povezanih s celično smrtjo 18. Vedno več je tudi dokazov, da histonska acetilacija, ki 
remodelira kromatin vpliva na biološke procese, tudi na apoptozo 97. 
Z uporabo IPA analize obogatitve smo pri transkrptomskem profilu značilnem za T21 in T18 
pokazali pomembno obogatitev genov, ki so vključeni v celično smrt in preživetje 18,95,96,98. 
Naši rezultati kažejo znižano izražanje OTUD5, ki deluje kot kofaktor pri aktivaciji p53 pri 
odgovoru na DNA poškodbo 99,100, kar bi lahko bilo povezano s spremenjeno regulacijo 
izražanja genov povezanih s celičnim preživetjem in celično smrtjo.  
Skladno s tem smo zaznali inhibicijo izražanja OTUD5 gena preko 'down-stream' tarč, kar kaže 
na inhibicijo p53 poti. Inhibicija p53 poti lahko predstavlja mehanizem upiranja celice na 
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anevploidni genom 75. Opazili smo tudi inhibicijo prepisovanja TP53 kot posledico 
spremenjenega izražanja genov udeleženih v PI3K/AKT poti, kar je bilo že ugotovljeno pri 
ekspresijski analizi tkiva možganov pri posameznikih s T21 post mortem 101. 
Z opravljeno raziskavo smo pokazali, da imajo geni povezani z mehanizmi, ki so udeleženi v 
apoptozo in celično rast, pomembno spremenjeno izražanje pri trisomiji kromosoma 21 in 
kromosoma 18. Isti mehanizmi inhibicije celične rasti so vključeni tudi v patogenezo rakavih 
obolenj, kar morda nakazuje biološko osnovo povečanega tveganja za razvoj rakavega 
obolenja pri posameznikih s konstitucijsko trisomijo 21, 18 ali anevploidijo 102,103. Vedno več 
je dokazov, da anevploidija poganja nadaljnjo genomsko nestabilnost, npr. napake pri 
segregaciji, kromosomske preureditve in mutacijski fenotip 104,105, vendar dejavni genetski 
elementi, ki pri anevploidnem genomu sodelujejo pri razvoju kancerogeneze niso znani, 
verjetno pa so posledica spremenjenga izražanja genov 102. 
Med prepoznanimi diferencialno izraženimi geni, smo zaznali tudi gene, ki so povezani s 
procesom ubikvitinacije pri obeh trisomijah. Rozovski je s sodelavci pokazal, da so geni, ki so 
povezani s procesom proteinske ubikitinacije obogateni pri trisomiji 21 22. Podobna analiza je 
pokazala, da je proteinska ubikvitinacija zmanjšana pri trisomiji 21 pri človeku 106, medtem ko 
je raziskava na fibroblastih s trisomijo 21 pokazala povečano proteinsko ubikvitinacijo ter 
motnjo v proteostazi in zvijanju proteinov 107. Omenjenih raziskav, ki bi pokazale motnjo v 
ubikvitinaciji pri T18 ni. Glede na opravljene raziskave homeostaze pri celicah s T21 ali 
drugimi in vitro ustvarjenimi trisomijami kaže, da gre pri anevploidijah za proteotoksično 
poškodbo in za motnjo ubikvitinacije 65,78. 
Nedavno opravljena raziskava je pokazala, da tudi manjše genomske spremembe, kot so 
patogene točkovne različice v posameznem OMIM genu, ki se odražajo s patološkim 
fenotipom, kažejo motnjo v protein-protein ali protein-DNA interakcijah preko povečane 
aktivnosti šaperon-ubikvitin-proteasom sistema 108. Hkrati smo zaznali tudi prekomerno 
izražanje PPID gena, ki je vključen v procese zvijanja proteinov in apoptozo 109. 
Z analizo obogatitve genskih setov so prepoznali skupne mehanizme pri T21 in T18, ki bi 
lahko predstavljali homeostatske mehanizme in pomagali celici, da se upira genomskim 
neravnovesjem. Raziskave kažejo, da se kompleksni sistemi upirajo spremembi, kar lahko 
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opišemo z enačbo regulacijske dinamike in da sistem kolabira, ko se delovanju motnje ne 
more več upirati 110. Pojav opisuje univerzalno delovanje, kako se kompleksni sistemi 
odzovejo in upirajo motnji, neodvisno od narave motnje in narave kompleksnega mrežja 110. 
Mehanizmi upiranja nam lahko pomagajo pri razumevanju patoloških mehanizmov, s 
katerimi celica odgovori na kromosomsko motnjo pri trisomičnih sindromih. Omenjeni 
patološki mehanizmi predstavljajo možnosti odkrivanja novih terapevtskih pristopov.  
Kljub vsemu pa iz ugotovljenih skupnih podobnosti v genskem izražanju in predpostavljenih 
skupnih mehanizmov pri modelu T21 in T18 ne moremo z gotovostjo razločiti mehanizmov 
upiranja, ki so posledica skupnega homeostatskega odgovora celice na trisomijo in 
mehanizmov, ki so predstavljajo biološke procese, ki še niso pojasnjeni in so osnova skupnih 
fenotipskih značilnosti pri obeh trisomičnih sindromih.  
Uporabili smo konzervativni pristop s katerim smo ugotavljali skupne podobnosti v globalnem 
genskem izražanju pri T21 in T18, da bi lahko sklepali na skupne motene mehanizme. Naša 
raziskava ima tudi pomanjkljivosti. Prvič, za analizo smo uporabili kultivirane celice 
predrojstnih vzorcev s T21 in T18, pri čemer bi kultivacijski proces lahko vplival na gensko 
izražanje, vendar smo menili, da kultivacija vključuje stalno okolje in ne predstavlja stresa za 
celice, hkrati pa smo ocenili, da kromosomska motnja, kot je trisomija kromosoma 21 ali 18, 
pomeni pomembno večjo motnjo za celično homeostazo in bo spremenjeno gensko izražanje 
zaradi genomskega neravnovesja prekrilo učinek in vitro kultivacije. Drugič, raziskovanje 
visoko-dimenzionalnih podatkov predstavlja statistični izziv, saj je število preiskovanih 
vzorcev veliko manjše kot je število spremenljivk testiranih genov (20 vzorcev vs. 41000 
spremenljivk), kar lahko vodi v lažno pozitivne rezultate. Tretjič, majhni učinki genov, 
povezani z določenimi patološkimi procesi, lahko ostanejo nezaznavni in prekriti z ozadjem ali 
statističnim šumom. Četrtič, raziskave vzorcev genske ekspresije so izjemno občutljive, saj 
lahko zaznajo varianco tudi med tehničnimi replikati in kadar vzorce procesiramo v različnih 
serijah. Mikromrežna eksperimenta za T21 in T18 sta bila opravljena v ločenih delih in sta 
zato lahko podvržena omenjenemu učinku serije (batch effect). 
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Z raziskavo smo pokazali, da imata ekspresijski profil pri trisomiji 21 in pri trisomiji 18 
nekatere skupne značilnosti, kar lahko kaže homeostatski odgovor anevploidne celice, ki se 
upira kromosomski motnji. Prepoznavanje patogenetskih mehanizmov, ki jih anevploidna 
celica aktivira, ko se upira kromosomski motnji je pomembno za razumevanje 
etiopatogeneze bolezni, hkrati pa predstavljajo možnost za nove terapevtske pristope.  
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6 ZAKLJUČKI 
S transkriptomskim pristopom smo ugotavljali razlike v izražanju genov pri predrojstnih 
vzorcih s trisomijo kromosoma 21, 18 in 13 ter jih primerjali z normalnimi evploidnimi vzorci. 
Pričakovali smo, da bo analiza diferencialne genske ekspresije pokazala pomembne razlike v 
izražanju genov med skupino s trisomijo 21, 18 ali 13 in normalnimi vzorci. Postavili smo 
hipotezo, da so razlike med trisomijo 21, 18 ali 13 in normalnim stanjem specifične in jih 
lahko uporabimo kot diagnostični biooznačevalec in da bomo lahko iz profilov v genskem 
izražanju pri trisomiji 21 in 18 prepoznali skupne značilnosti, ki lahko odražajo homeostatske 
mehanizme.  
 
Potrdili smo hipotezo, 
1. saj smo z izbranim biooznačevalcem dosegli visoko napovedno zanesljivost, 
senzitivnost in specifičnost za napoved trisomije. Naši rezultati predstavljajo temelje, 
saj kažejo, da transkritomski pristop omogoča prepoznavanje podpisov genskega 
izražanja, ki so specifični za določeno patološko stanje in nakazujejo možnost 
univerzalnega predrojstnega diagnostičnega testa, ki bi z visoko zanesljivostjo lahko 
napovedal razvojne nepravilnosti, ki bi bile posledica negenetskih vzrokov (npr. 
izpostavljenosti teratogenom v zgodnji nosečnosti), 
2. in pokazali nekatere skupne značilnosti v transkriptomskem profilu pri vzorcih s 
trisomijo, ki lahko kažejo homeostatske mehanizme genoma, da se anevploidna celica 
upira kromosomski motnji. Razumevanje kako se sistem naravno upira neki patološki 
motnji je pomembno za pojasnitev kliničnih značilnosti bolezni, hkrati pa omogoča 
prepoznavanje potencialnih terapevtskih tarč. 
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